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(57) Abstract: The present invention relates to a method for electrochem- 
ically detecting sequence-specific nucleic acid-oligomer hybridisation 
events. DNA-/RNA-/PNA oligomer single strands which are bound to 
a conductive surface at one end and are linked to a catalytic redoxactive 
unit at the remaining, free end serve as a hybridisation matrix (probe). A 
proportion of the single strand oligonucleotides are hybridised by means 
of a treatment with the oligonucleotide solution (target) that is to be 
examined. The electric communication between the conductive surface and 
the catalytic redoxactive unit, which is initially non- or barely existent, is 
increased. A hybridisation event can thus be detected using electrochemical 
methods such as voltametry, amperometry, potentiometry or conductivity 
measurement. 

(57) Zusamm enfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein 
Verfahren zur elektrochemischen Detection von sequenzspezifischen 
Nukleinsaiire^Ugomer-Hybridisierungsereignissen. Dabei dienen 

DNA-/RNA-/PNA-Ohgomer-Einzelstrange, die mit einem Ende an einer 
leitfabigen Oberflache gebunden und am anderen, freien Ende mit einer 
katalytisch redoxaktiven Einheit verknupft sind, als Hybridierungsmatrix 
(Sonde). Durch Behandlung mit der zu untersuchenden Oligonukle- 
otid-Losung (Target) wild ein Teil der Einzelstrang-Oligonukleotide 
hybridisiert, wodurch die ursprunglich nicht oder nur schwach vorhandene 
elektrische Kommunikation zwischen der leitfabigen Oberflache und der 
katalytisch redoxaktiven Einheit erhoht wircL So mit wird die Detektion 
eines Hybridisierungsereignisses durch elekDrochemische Verfahren wie 
Voltametrie, Amperometrie, Potentiometrie oder Leitfabigkeitsmessung 
ermoglicht 
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Elektrochemische Detektion von sequenzspezifischen Nukleinsaure-Oligomer- 

Hybridisierungsereignissen. 



Technisches Gebiet 



Die voriiegende Erfindung betriflt ein modifiziertes Nukleinsaure^ligomer sowte ein 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion von sequenzspezifischen Nuklemsaure- 
Oligomer-Hybridisierungsereignissen. 



15 



20 



25 



30 



Stand der Technik 



Zur Sequenzanalyse von DNA und RNA, z. B. in der Krankhertsdiagnose, be. 
toxikologischen Testverfahren, in der genetischen Forschung und Entwicklung, sow.e 
auf dem Agrar- und pharmazeutischen Sektor, werden im allgeme.nen gel- 
elektrophoretische Verfahren mit autoradiographischer oder optischer Detekfon 
verwendet 

Beim wichtigsten gel-elektrophoretischen Verfahren mit optischer Detektion dem 
Sanger-Verfahren wird eine DNA enthattende Ldsung in vier Ansatee aufgeterlt. Zur 
Unterscheidung der vier Ansatze ist der Primer (komplementare SUrtsequenz zur 
Rep.ikat.on) jedes Ansatzes mi, je einem bei verschiedener Welleniange em^nden 
Fluoreezenzfamstoff kovalent modifiziert. Ausgehend vom Pnmer wrd ,eder AnsaU 
dumb DNA-Poiymerase I enzymatisch repiiziert. Neben den dazu nobgen 
^soxyribonucJsid-Triphosphaten der Basen A (Adenin). T <"*»*°£^ 
und G (Guanin) enthal, jedes Raaktionsgemisoh noch genugend 2 3 
Didesoxyanalogon eines dieser NuWeosiduiphosphate als Stopbase Ge erne der 4 
mdglichen Stopbasen pro Ansatz), urn die Replikatlon an alien mbgliohen 
rrgsstenen'zu stoppen. Nacb Vereinigung der vier Ansa.ze entstehen re^zrerte 
DNA-Fragmente aiier Langen mit stopbasenspezifischer Fluoreszenz dre 
eiektrophoretisch der Lange naoh sortiert und duroh Fiuoreszenz-Spektroskop,e 
charakterisiert werden konnen . 

Ein anderes optisches Detektionsverfahren basiert auf der Anlagerung von 
F uoresze^zf arbstoffen wie , B. Bhidiumbromid an Oiigonukieob* ,m £h zur 
freien Ldsung des Farbstoffs andert sieh die Fluoreszenz soloher Farbstoffe bei 
iTziabon mi. doppelstrangiger DNA Oder RNA drasbsch und kann desbaib zum 
Nachweis hybridisierter DNA oder RNA verwendet werden. 
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Bei der radioaktiven Markierung wird 32 P in das PhosphatgerOst der Oligonukleotide 
eingebaut, wobei 32 P gewShnlich am 5'-Hydroxylende durch Polynukleotid-Kinase 
addiert wird. Die markierte DNA wird anschlieBend an jeweils einem der vier 
5 Nukleotidtypen bevorzugt gespalten und zwar unter definierten Bedingungen, so dass 
pro Kette durchschnittlich eine Spaltung erfolgt. Damit liegen im Reaktionsgemisch fur 
einen bestimmten Basentyp Ketten vor, die sich von der 32 P-Markierung bis zur Position 
dieser Base erstrecken (bei mehrfachem Auftreten der Base erhaK man entsprechend 
Ketten unterschiedlicher Lange). Die vier Fragmentgemische werden anschlie&end auf 
10 vier Bahnen gel-elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wird vom Gel ein 
Autoradiogramm angefertigt, an dem die Sequenz unmittelbar abgelesen werden kann. 

Vor einigen Jahren wurde ein weiteres, auf optischer (oder autoradiographischer) 
Detektion beruhendes Verfahren zur DNA-Sequenzierung entwickelt, namlich die 

15 Sequenzierung durch Oligomer-Hybridisierung (vgl. z. B. Drmanac et al., Genomics 4, 
(1989), S. 114-128 Oder Bains et al., Theor. Biol. 135, (1988), S. 303-307). Bei diesem 
Verfahren wird ein vollstandiger Satz kurzer Oligonukleotide bzw. Nukleinsaure- 
Oligomere (Sonden-Oligonukleotide), z. B. alle 65536 m6glichen Kombinationen der 
Basen A, T, C und G eines Oligonukleotid-Oktamers auf ein Tragermaterial gebunden. 

20 Die Anbindung geschieht in einem geordneten Raster aus 65536 Test-Sites, wobei 
jeweils eine groSere Menge einer Oligonukleotid-Kombination ein Test-Site definieren 
und die Position jeder einzelnen Test-Site (Oligonukleotid-Kombination) bekannt ist Auf 
soich einer Hybridisierungsmatrix, dem Oligomer-Chip, wird ein DNA-Fragment, dessen 
Sequenz man ermitteln will (das Target), mit Fluoreszenzfarbstoff (oder 32 P) markiert 

25 und unter Bedingungen, die nur eine spezifische Doppelstrangbildung eriauben, 
hybridisiert. Dadurch bindet das Target DNA-Fragment nur an die Nukleinsaure- 
Oligomere (im Beispiel an die Oktamere). deren komplementare Sequenz exakt einem 
Teil (einem Oktamer) seiner eigenen Sequenz entspricht Durch optische (oder 
autoradiographische) Detektion der Bindungsposition des hybridisierten DNA- 

30 Fragments werden damit alle im Fragment vorhandenen Nukleinsaure- 
Oligomereequenzen (Oktamersequenzen) bestimmt. Aufgrund der Oberlappung 
benachbarter Nukleinsaure-Oligomersequenzen kann durch geeignete mathematische 
Algorithmen die fortlaufende Sequenz des DNA-Fragments bestimmt werden. Die 
Vorteile dieses Verfahrens liegen unter anderem in der Miniaturisierung der 

35 Sequenzierung und damit in der enormen Datenmenge, die gleichzeitig in einem 
Arbeitsgang erfaBt wird. Daneben kann auf Primer und auf das gel-elektrophoretische 
Auftrennen der DNA-Fragmente verzichtet werden. Beispielhaft ist dieses Prinzip in 
Figur 1 fOrein 13 Basen langes DNA-Fragment gezeigt. 
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Neben der sogenannten de-novo Sequenzierung bisher unbekannter Oligonukleotide- 
Sequenzen k6nnen auf dem oben beschriebenen Oligomer-Chip auch Oligonukleotid- 
Sequenzen bzw. DNA-Fragmente gebunden werden, die ein Oder mehrere bekannte 
Gene kodieren. So kann z. B. fur jedes gesuchte Gen bekannter Basensequenz eine 
ausreichende Anzahl von Oligonukleotid-Sequenzen aus z. B. je 20 Basen, die zu 
entsprechenden Sequenzabschnitten des gesuchten Gens mit bekannter 
Basensequenz komplimentar sind, auf einem Tragermaterial aufgebracht werden, um 
dieses Gen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit nachzuweisen. Andererseits konnen auf 
einem Oligomer-Chip auch bekannte Gen auf Mutationen hin gepruft werden, indem z. 
B. die entsprechenden Sequenzenabschnitte der Gene mit und ohne Mutation auf dem 
Tragermaterial aufgebracht werden. 

Die Verwendung radioaktiver Markierungen bei der DNA-/RNA-Sequenzierung ist mit 
mehreren Nachteilen verbunden, wie z. B. aufwendige. gesetzlich vorgeschriebene 
Sicherheitsvorkehrungen beim Umgang mit radioaktiven Materialien.^ die 
Strahlenbelastung, das begrenzte raumliche Auflosungsvermogen (maximal 1mm ) und 
eine Sensitivitat, die nur dann hoch ist, wenn die Strahlung der radioaktiven Fragmente 
entsprechend lange (Stunden bis Tage) auf einen Rontgenfilm einwirkt. Es kann zwar 
die raumliche AuflOsung durch zusatzliche Hard- und Software erhSht und die 
Detektionszeit durch die Verwendung von p-Scannern verkurzt werden, beides ist 
jedoch mit erheblichen zusatzlichen Kosten verbunden. 

Die Fluoreszenzfarbstoffe, die Qblicherweise zur Markierung der DNA verwendet 
werden, sind zum Teil (z. B. Ethidiumbromid) mutagen und erfordern, ebenso wie die 
Anwendung der Autoradiographie, entsprechende Sicherheitsvorkehrungen. In fast 
alien Fallen erfordert die Verwendung optischer Detektion den Gebrauch von einem 
oder mehreren Lasersystemen und somit geschultes Personal und entsprechende 
Sicherheitsvorkehrungen. Die eigentliche Detektion der Fluoreszenz erfordert 
zusatzliche Hardware, wie z. B. optische Bauelemente zur Verstarkung und, be. 
verschiedenen Anregungs- und Abfragewellenlangen wie «m Sanger-Verfahren, e.n 
Kontrollsystem. Abhangig von den benotigten Anregungswellenlangen und der 
gewQnschten Detektionsleistung kSnnen somit erhebliche Investitionskosten entstehen. 
Bei der Sequenzierung durch Hybridisierung auf dem Oligomer-Chip ist die Detektion 
noch (kosten)aufwendiger, da, neben dem Anregungssystem. zur 2-dimensionalen 
Detektion der Fluoreszenzspots hochaufl6sende CCD-Kameras (Charge Coupled 
Device Kameras) benotigt werden. 

Obwohl es also quantitative und extrem sensitive Methoden zur DNA-/RNA- 
Sequenzierung gibt, sind diese Methoden zeitaufwendig. bedingen aufwendige 
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Probenpraparation und teure Ausstattung und sind im allgemeinen nicht als 
transportable Systeme verfQgbar. 



Darstellung der Erfmdung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb. eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur Detektion von Nukleinsaure-Oligomer-Hybriden zu schaffen, welche die Nachteiie 
des Standes der Technik nicht aufweisen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer 
gemaB unabhangigem Patentanspruch 1, durch das Verfahren zur Herstellung e.nes 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomers gemaB unabhangigem Anspruch 22. durch die 
modifizierte leitfahige Oberflache gemaB unabhangigem Patentanspruch 34, das 
Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache gemaB 
unabhangigem Patentanspruch 49 und ein Verfahren zur elektrochemischen Detektion 
von Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignissen gemaB unabhangigen 

Patentanspruch 53 gelost. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfmdung werden die folgenden Abkurzungen und 
Begr'rffe benutzt: 



DNA 
RNA 
PNA 



Desoxvribonukleinsaure 

Ribonukleinsaure 
Peptidnukleirisaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die 
Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. 
Bei Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH 2 ) 2 - 
NrCQCH,-Base)-CH,CO- Einh^t hybridisiert PNA mit DNA. X 




A, G, T, C Oder U 



T 
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Bp Ij 


Basenpaar 


Nukleinsaure 1 

1 \ 

1 < 


wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder 
wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z. B. 
Cytosin, Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin 
oder Guanin). Der Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein 
beliebiges "RQckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- 
oder Purin-Basen, wie z. B. auf das Zucker-Phosphat 
RQckgrat der DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-RQckgrat 
der PNA oder auf analoge Strukturen (z. B. Phosphoramid-, 
Thio-Phosphat- oder Dithio-Phosphat-Ruckgrat). 
Wesentliches Merkmal einer Nukleinsaure im Sinne der 
vorliegenden Erfindung ist. dass sie naturlich vorkommende 
cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. 


Nukleinsaure- 
Oligomer 


Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. 
Nukleinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mit beiieoigem 
RQckgrat, bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent 
aneinander qebunden sind). . _ 


Oligomer 


Aquivalent zu Nukleinsaure-Oliaomer. 


Oligonukleotid 


Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oligomer, also z. 
B. ein DNA, PNA oder RNA Fragment nicht naher 
spezifizierter Basenlange. 


Oligo 


AbkOrzung fur Oligonukleotid. 


Primer 


Start-Komplementar-Fragment eines Oligonukleotids. wobei 
die Basenlange des Primers nur ca. 4-8 Basen betragt. Dient 
als Ansatzpunkt fQr die enzymatische Replikation des 
Oligonukleotids. . 


Mismatch 


Zur Ausbildung der Watson Crick Struktur doppelstrangiger 
Oligonukleotide hybridisieren die beiden Einzelstrange derart, 
dass die Base A (bzw. C) des einen Strangs mit der Base T 
(bzw. G) des anderen Strangs WasserstoffbrQcken ausbildet 
(bei RNA ist T durch Uracil ersetzt). Jede anoere 
Basenpaarung bildet keine WasserstoffbrQcken aus, verzerrt 
die Struktur und wird als ^Mismatch" bezeichnet. _ 


ss 


single strand (Einzelstrang) . 


ds 


1 double strand (Doppelstrang) 
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redoxaktive Einheit 



entspricht einer katalytisch redoxaktiven Einheit 



katalytisch 
redoxaktive Einheit 



eine irn Rahmen der vorliegenden Erfindung unter dem 
Oberbegriff "katalytisch redoxaktive Einheit" bezeichnete 
Einheit besteht in der Regel aus einem oder mehreren 
redoxaktiven Zentren (Cofaktoren, prosthetischen Gruppen), 
die im folgenden als Elektron-Donoren bzw. Elektron 
Akzeptoren bezeichnet werden, und einem oder mehreren 
diese redoxaktiven Zentren bindenden MakromolekOlen. Die 
katalytisch redoxaktive Einheit enthalt also in ihrer 
erfindungsrelevanten Erscheinungsform ein oder mehrere 
Elektron-Donor-MolekQIe und/oder ein oder mehrere Elektron- 
Akzeptor-MolekQIen, wobei dieses (diese) Elektron-Donor- 
MolekQI(e) und/oder dieses (diese) Elektron-Akzeptor- 
MolekQI(e) an ein oder mehrere MakromolekQle gebunden 
ist/wird bzw. in diese(s) MakromolekQI(e) eingebettet ist. 
Elektron-Donor(en) und/oder Elektron-Akzeptor(en) konnen 
untereinander durch eine oder mehrere kovalente oder 
ionische Bindungen, durch Wasserstoff-BrQcken-Bindungen. 
van-der-Waals-BrQcken, durch rwi-Wechselwirkung oder 
durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und - 
Akzeptation miteinander verbunden sein. wobei kovalente 
Verbindungen direkte oder indirekte (z. B. Qber einen Spacer, 
nicht aber Uber ein Nukleinsaure-Oligomer) Verbindungen 
sein k6nnen. Daneben kdnnen die Elektron-Donor(en) 
und/oder Elektron-Akzeptor(en) mit dem (den) 
MakromolekQI(en) durch kovalente Anbindung an das (die) 
MakromolekOI(e). durch Einkapseln in passende molekulare 
Kavitaten (Bindungstaschen) des MakromolekQIs (der 
MakromolekQle). durch ionische Bindungen. Wasserstoff- 
BrQcken-Bindungen. van-der-Waals-Brticken, 
Wechselwirkung oder durch Koordination mrttels 
Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation zwischen dem(n) 
MakromolekllKen) und dem(n) Elektron-Donor-MolekQl(en) 
und/oder dem(n) Elektron-Akzeptor-MolekQI(en) verbunden 
sein Sind mehrere MakromolekQle Bestandteil der katalytisch 
redoxaktiven Einheit kann die Bindung der MakromolekQle 
untereinander ebenfalls kovalent. ionisch. durch Wasserstoff- 
BrQcken-Bindungen. van-der-Waals-BrQcken. 



t 



T 
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IvVechselwirkung Oder durch Koordination mittels 
Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation erfolgen. Eine 
katalytisch redoxaktive Einheit kann im Minimalfall auch nur 
aus einem MakromolekOI bestehen, wobei das Makromolekiil 
dann in seiner erfindungsrelevanten Erscheinungsform auch 
als Elektron-Donor bzw. -Akzeptor wirkt. Sie kann auch nur 
aus einem Elektron-Donor bzw. -Akzeptor bestehen. Daneben 
kann die katalytisch redoxaktive Einheit auch durch spontane 
Zusammenlagerung der Bestandteil in Losung (in situ) 
gebildet werden. Wesentliche Merkmale der katalytisch 
redoxaktiven Einheit sind neben der Zusammensetzung aus 
Elektron-Donor(en) und/oder Elektron-Akzeptor(en) und 
Makromolekul(en): (i) die Einheit ist in den 
erfindungsrelevanten Erscheinungsformen (Elektron- 
Donor(en) und/oder Elektron-Akzeptor(en) im urspriinglichen 
bzw. oxidierten oder reduzierten Zustand) stabil und 
dissoziiert nicht in ihre Bestandteile, (ii) die elektrokatalytische 
Aktivitat der Einheit (siehe unten), (iii) die Einheit enthalt keine 
Nukleinsaure, (iv) die Zusammensetzung der Einheit aus 
Elektron-Donor(en) und/oder Elektron-Akzeptor(en) und/oder 
MakromolekQI(en) kann - unabhangig von der Bindung 
zwischen den Bestandteilen - vom Fachmann erkannt 
werden, da die redoxaktiven Zentren (Cofaktoren, 
prosthetischen Gruppen) und die zugehdrige Matrix aus 
MakromolekQI(en) (z. B. das Apoprotein bei Enzymen als 
Beispiel einer katalytisch redoxaktiven Einheit) prinzipiell auch 
getrennt voneinander vorkommen konnen. Die katalytisch 
redoxaktive Einheit kann z. B. jedes beliebige redoxaktive 
Protein/Enzym aus der Gruppe der Oxidasen bzw. der 
Reduktasen. durch Proteinengineering oder Genmutation 
veranderte Proteine/Enzyme aus dieser Gruppe der Oxidasen 
bzw Reduktasen oder eine kunstlich hergestellte Einheiten 
aus einem oder mehreren redoxaktiven Zentren (Elektron- 
Donor bzw. Akzeptor) bzw. eine kunstlich hergestellte 
Einheiten aus einem oder mehreren redoxaktiven Zentren 
(Elektron-Donor bzw. Akzeptor) und einem oder mehreren 
diese redoxaktiven Zentren hindenden MakromolekOlen sein. 



Cofaktor 



entspricht einem redoxaktiven Zentrum (Elektron-Donor bzw. 
Akzeptor) der katalytisch redoxaktiven Einheit 
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prosthetische Gruppe 



entspricht einem redoxaktiven Zentrum (Elektron-Donor bzw. 
Akzeptor) der katalytisch redoxaktiven Einheit 



redoxaktives 
Zentrum der 
katalytisch 
redoxaktiven Einheit 



Elektron-Donor- 
Molekul 

Elekron-Akzeptor- 
MolekQI 

Elektron-Donor 



das redoxaktives Zentrum der katalytisch redoxaktiven Einheit 
zeichnet sich dadurch aus , dass es gegenuber einem for die 
katalytisch redoxaktive Einheit spezifischen Substrat als 
Elektron-Donor bzw. -Akzeptor wirkt. Besitzt eine katalytisch 
redoxaktive Einheit mehrere redoxaktive Zentren (Elektron- 
Donoren und/oder Elektron-Akzeptoren) kann es zudem zu 
einer LadungsObertragung innerhalb der katalytisch 
redoxaktiven Einheit kommen: Nach dem Ladungstransfer 
zwischen dem fur die katalytisch redoxaktive Einheit 
spezifischen Substrat und einem ersten redoxaktiven Zentrum 
ist ein weiterer Ladungstransfer zwischen diesem ersten 
redoxaktiven Zentrum und einem weiteren redoxaktiven 
Zentrum derselben katalytisch redoxaktiven Einheit mOglich, 
wobei dieses zweite redoxaktive Zentrum wiederum Ladung 
auf ein drittes redoxaktives Zentrum transferierren kann usw.. 
Innerhalb der katalytisch redoxaktiven Einheit kann es also zu 
einem sukzessiven Ladungstransfer kommen, wenn die 
katalytisch redoxaktiven Einheit mehrere redoxaktive Zentren 
enthalt. Dabei wird der Prozess der sukzessiven 
Ladungstransfers durch die Gegenwart des fur die katalytisch 
redoxaktiven Einheit spezifischen Substrats (mit seiner 
Eigenschaft spontan eine Ladung zwischen Substrat und 
1 k^lvtisch redox^^r Einheit zu transferieren) initiiert, 



I entspricht einem Elektron-Donor. 
I entspricht einem Elektron-Akzeptor. 



Der Begriff Elektron-Donor bezeichnet im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung einen Bestandteil der katalytsch 
redoxaktiven Einheit Bei einem Elektron-Donor handett es 
sich urn ein MolekUI. das unmittelbar oder nach E,nw,ri,ung 
bestimmter autierer Umstande ein Elektron an emen EleW«>n- 
Akzeptor transferieren kann. Ein solcher auBerer Umstand ist 
z B. die Oxidation oder Reduktion des Elektron-Donors ode - 
Akzeptors der katalytisch redoxaktiven Einheit durch e,n 
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Elekron-Akzeptor 



extemes Oxidations- oder Reduktionsmittel sein, also z. B. die 
Obertragung eines Elektrons auf den Elektron-Donor durch 
ein Reduktionsmittel bzw. die Abgabe eines Elektrons durch 
den Elektron-Akzeptor an ein Oxidationsmittel sein. Diese 
Oxidations- bzw. Reduktionsmittel konnen externe 
redoxaktive Substanzen sein, d. h. sie sind nicht kovalent mit 
der katalytisch redoxaktiven Einheit, dem Nukleinsaure- 
Oligomer oder der leitfahigen Oberflache verbunden, stehen 
aber mit diesen, z. B. iiber die der modifizierten leitfahigen 
Oberflache zugefilgte LSsung, in Kontakt, wobei 
insbesondere die fur die katalytisch redoxaktive Einheit 
spezifischen Substrate als externe Oxidations- oder 
Reduktionsmittel wirken kdnnen. Daneben kann ein externes 
Oxidations- oder Reduktionsmittel auch kovalent mit dem 
Nukleinsaure-Oligomer verbunden sein, wobei das 
Oxidations- bzw. Reduktionsmittel an einer Stelle des 
Nukleinsaure-Oligomers kovalent angebunden ist, die 
mindestens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder 
wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- oder Purin- 
Basen von der kovalenten Anbindungstelle der redoxaktiven 
Einheit entfernt ist, bevorzugt an dem der Modiflkation mit 
katalytisch redoxaktiver Einheit entgegengesetzten Ende des 
Oligonukleotids in der Nahe der leitfahigen Oberflache. 
Insbesondere kann auch die leitfahige Oberflache (Elektrode) 
als externes Oxidations- bzw. Reduktionsmittel wirken. Die 
Fahigkeit als Elektron-Donor oder -Akzeptor zu wirken ist 
relativ, d. h. ein MolekQI, das unmittelbar oder nach 
Einwirkung bestimmter auSerer Umstande gegenuber einem 
anderen MolekQI als Elektron-Donor wirkt, kann gegeniiber 
diesem MolekQI unter abweichenden experimentellen 
Bedingungen oder gegenQber einem dritten Molekul unter 
gleichen oder abweichenden experimentellen Bedingungen 

auch als Elektron-Akzeotor wirken. . 

JDer Begriff Elektron-Akzeptor bezeichnet im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung einen Bestandteil einer katalytisch 
redoxaktiven Einheit. Bei einem Elektron-Akzeptor handelt es 
sich urn ein MolekQI. das unmittelbar oder nach Einwirkung 
bestimmter au&erer Umstande ein Elektron von einem 
Elektron-Donor aufnehmen kann. Ein solcher auBerer 
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I Umstand ist z. B. die Oxidation oder Reduktion des Elektron- 
Donors oder -Akzeptors der katalytisch redoxaktiven Einheit 
durch ein externes Oxidations- oder Reduktionsmittel sein, 
also z. B. die Obertragung eines Elektrons auf den Elektron- 
Donor durch ein Reduktionsmittel bzw. die Abgabe eines 
Elektrons durch den Elektron-Akzeptor an ein Oxidationsmittel 
sein. Diese Oxidations- bzw. Reduktionsmittel konnen externe 
redoxaktive Substanzen sein, d. h. sie sind nicht kovalent mit 
der katalytisch redoxaktiven Einheit, dem Nukleinsaure- 
Oligomer oder der leitfahigen Oberflache verbunden, stehen 
aber mit diesen, z. B. uber die der modifizierten leitfahigen 
Oberflache zugefugte Losung, in Kontakt, wobei 
insbesondere die fur die katalytisch redoxaktive Einheit 
spezifischen Substrate als externe Oxidations- oder 
Reduktionsmittel wirken konnen. Daneben kann ein externes 
Oxidations- oder Reduktionsmittel auch kovalent mit dem 
Nukleinsaure-Oligomer verbunden sein, wobei das 
Oxidations- bzw. Reduktionsmittel an einer Stelle des 
Nukleinsaure-Oligomers kovalent angebunden ist, die 
mindestens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder 
wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- oder Purin- 
Basen von der kovalenten Anbindungstelle der katalytisch 
redoxaktiven Einheit entfernt ist, bevorzugt an dem der 
Modifikation mit redoxaktiver Einheit entgegengesetzten Ende 
des Oligonukleotids in der NShe der leitfahigen Oberflache. 
Insbesondere kann auch die leitfahige Oberflache (Elektrode) 
als externes Oxidations- bzw. Reduktionsmittel wirken. D«e 
FShigkeit als Elektron-Akzeptor oder -Donor zu w.rken ist 
relativ d. h. ein Molekul, das unmittelbar oder nach 
Einwirkung bestimmter SuBerer Umstande gegenQber e.nem 
anderen Molekul als Elektron-Akzeptor wirkt, kann gegenQber 
diesem MolekQl unter abweichenden experimentellen 
Bedingungen oder gegeniiber einem dritten MolekQl unter 
gleichen oder abweichenden experimentellen Bedingungen 

auch als Elektrnn-Donor wirken. . 

chemische Verbindung (chemische Substanz), die durch 
Aufnahme von Elektronen aus einer anderen chem»chen 
Verbindung (chemischen Substanz, Elektron-Donor, Elektron- 
Akzeptor) diese andere chemische Verbindung (chemischen 



r 
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Reduktionsmittel 
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Substanz, Elektron-Donor, Elektron-Akzeptor) oxidiert Ein 
Oxidationsmittel verhalt sich analog zu einem Elektron-Akzeptor, 
wird aber im Rahmen der vorliegenden Erfindung als Begriff fQr 
einen externen, nicht unmittelbar zur katalytisch redoxaktiven 
Einheit gehorigen Elektron-Akzeptor verwendet. Nicht 
unmittelbar bedeutet in diesem Zusammenhang, dass das 
Oxidationsmittel entweder ein fur die katalytisch redoxaktive 
Einheit spezifisches Substrat ist oder eine freie redoxaktive 
Substanz, die nicht an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden ist 
aber mit diesem in Kontakt steht Daneben kann das 
Oxidationsmittel kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer 
angebunden sein, jedoch an einer Stelle des Nukleinsaure- 
Oligomers, die mindestens zwei kovalent verbundene 
Nukleotide oder wenigstens zwei kovalent verbundene 
Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 
Anbindungstelle der katalytisch redoxaktiven Einheit entfernt ist. 
Insbesondere kann auch die Elektrode das Oxidationsmittel 

darstellen. — 

I chemische Verbindung (chemische Substanz), die durch Abgabe 
von Elektronen an eine andere chemische Verbindung 
(chemische Substanz, Elektron-Donor, Elektron-Akzeptor) diese 
andere chemische Veibindung (chemischen Substanz, Elektron- 
Donor, Elektron-Akzeptor) reduziert. Ein Reduktionsmittel verhalt 
sich analog zu einem Elektron-Donor, wird aber im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung als Begriff fur einen externen, nicht 
unmittelbar zur katalytisch redoxaktiven Einheit gehbrigen 
Elektron-Donor verwendet Nicht unmittelbar bedeutet in diesem 
Zusammenhang, dass das Reduktionsmittel entweder ein fur die 
katalytisch redoxaktive Einheit spezifisches Substrat ist oder 
eine freie redoxaktive Substanz, die nicht an das Nukleinsaure- 
Oligomer gebunden ist, aber mit diesem in Kontakt steht oder 
dass das Reduktionsmittel kovalent an das Nukleinsaure- 
| Oligomer angebunden ist, jedoch an einer Stelle des 
Nukleinsaure-Oligomers. die mindestens zwei kovalent 
verbundene Nukleotide oder wenigstens zwei kovalent 
verbundene Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten 
Anbindungstelle der redoxaktiven Einheit entfernt ist 
Insbesondere kann auch die Elektrode das Reduktionsmittel 
darstellen. 
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redoxaktiv 



Analyt 



redoxaktiv bezeichnet die F -nschaft einer redoxaktiven 
Einheit unter bestimmten ieren Umstanden an ein 
geeignetes Oxidationsmittel Elektronen abzugeben Oder von 
einem geeigneten Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen 
bzw. die Eigenschaft einer redoxaktiven Substanz unter 
bestimmten au&eren Umstanden an einen geeigneten 
Elektron-Akzeptor Elektronen abzugeben oder von einem 
geeigneten Elektron-Donor Elektron en aufzunehmen. 

1 entspricht einem Substrat 



Substrat 



freies, nicht kovalent mit der katalytisch redoxaktiven Einheit, 
dem Nukleinsaure-Oligomer oder der leitfahigen Oberflache 
verbundes, aber mit diesen, z. B. uber die der modifizierten 
leitfahigen Oberflache zugefugte Losung, in Kontakt stehendes 
Oxidations- oder Reduktionsmittel, wobei das Substrat z. B. ein 
geladenes oder ungeladenes Molekul, ein beliebiges Salz, ein 
Ion oder ein redoxaktives Protein oder Enzym 
(Oxidoreduktase) sein kann. Das Substrat ist dadurch 
gekennzeichnet, dass es von der katalytisch redoxaktiven 
Einheit durch die Ausbildung spezifischer Wechselwirkungen 
zwischen Substrat und katalytisch redoxaktiver Einheit 
erkannt wirel und den Donor (bzw. den Akzeptor) der 
katalytisch redoxaktiven Einheit reduzieren (bzw. oxid.eren) 
kann wobei die katalytische Aktivitat der katalytisch 
redoxaktiven Einheit diese Redoxreaktion des Substrats zum 
Produkt beschleunigt (katalvsiert). 



Einheit und dem zugehorigen Substrat aus und erm«ta« so 
elnen Reaktonsablauf. der ohne die katalytische MM* 
Uheit nicht bzw. nur in nicht wahmehmbaren 
LaWndet Diese katalytische Aktivitat der redoxakbven E.nhe* 
wird durch Stabilisierung des jeweiligen Obergangszustands, l e. 
der energiereichsten Spezies, im Reaktlonsabteuf Ziehen 
katalytisch redoxaktiver Einheit und zugehorigem Substrat 
erreicht 
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| Einheit. Durch die Anwesenheit der katalytisch redoxaktiven 
Einheit und deren Einbindung in den Reaktionsablauf der 
I Elektrodenreaktion des Substrats zum Produkt (Ablauf der 
Gesamtreaktion der elektrochemische Redoxreaktion zwischen 
einer Elektrode und dem Substrat. i.e. Abgabe von Elektronen 
aus der Elektrode an das Substrat bzw. Abgabe von Elektronen 
Ivom Substrat an die Elektrode, uber die Zwischenstufen 
| Redoxreaktion zwischen Substrat und katalytisch redoxaktiver 
Einheit und Redoxreaktion zwischen redoxaktiver Einheit und 
Elektrode) wird die elektochemische Umwandlung des Substrats 
an der Elektrode beschleunigt. Die elektrokatalytische Aktivitat 
einer an einer Elektrode immobilisierten katalytisch redoxaktiven 
Einheit reduziert die Aktivierungsenergie der Elektrodenreaktion 
des Substrats zum Produkt (Energie des energiereichsten 
Zustandes fur den Reaktionsablauf der Umwandlung des 
Substrat in das Produkt an der Elektrode) und fiihrt dadurch zu 
einer Verschiebung des fQr die Elektrodenreaktion des Substrats 
zum Produkt notwendigen Elektrodenpotentials in Richtung des 
Gleichgewichtspotentials fQr diese Elektrodenreaktion. Die 
Emiedrigung des Aktivierungspotentials fiihrt zu einem Abbau 
der fur eine Elektrodenreaktion notwendige Oberspannung und 
damit zu einer Zunahme des Elektronenfusses zwischen 
Elektrode und Substrat bei einem bestimmten fur die 
Elektrodenreaktion geeigneten Elektrodenpotential (diese 
Zunahme wird im allgemeinen als katalytischer Strom 
bezeichnet). Wesentliche Folge der elektrokatalytischen Aktivitat 
ist also, dass die elektrochemische Umwandlung des Substrats 
in das Produkt in Gegenwart und unter Beteiligung der 
katalytisch redoxaktiven Einheit bei einem Elektrodenpotential 
durchgefuhrt weraen kann. bei dem in Abwesenheit der 
katalytisch redoxaktiven Einheit kein oder nur sehr geringer 
Strom flie&t. 



Spezifitat der 
katalytisch 
redoxaktiven Einheit 



die katalytisch redoxaktive Einheit wirkt sowohl in Hinblick auf 
das mit der katalytisch redoxaktiven Einheit wechselwirkende 
Substrat als auch in Hinblick auf die mit dem jeweiligen Substrat 
durchgefuhrte Reaktion spezifisch. Im Rahmen der voriiegenden 
Erfindung sind Redoxreaktionen die bevorzugten Reaktionen 
zwischen katalytisch redoxaktiver Einheit und Substrat. 
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Redoxaktives 



bei entsprechend gewahlten auSeren Umstanden entfaltet die 
katalytisch redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat, also ihre 
Eigenschaft, z. B. an ein geeignetes Oxidationsmittel 
Elektronen abzugeben bzw. von einem geeigneten 
Reduktionsmittel Elektronen aufzunehmen, erst nach einem 
Initiationsprozess. Solch ein Initioationsprozess kann die 
Zugabe von Substrat mit seiner Eigenschaft Ladung auf die 
katalytisch redoxaktive Einheit zu Qbertragen sein: So wird die 
reduktive Eigenschaft einer katalytisch redoxaktiven Einheit 
erst durch die Obertragung von Elektron(en) vom Substrat auf 
den/einen Elektron-Donor "D" ermdglicht, entweder in 
Gegenwart eines Oxidationsmittel, das D~ jedoch nicht D, 
oxidieren kann oder weil nach sukzessiver 
LadungsQbertragung innerhalb der katalytisch redoxaktiven 
Einheit das Elektron von D" auf einen Akzeptor "A" Qbertragen 
wird (direkt oder uber mehrere Elektrontransferschritte zu 
mtermediaren Elektron-Akzeptoren) und ein Oxidationsmittel 
zugegen ist, das nur von diesem reduzierten Akzeptor "A " der 
katalytisch redoxaktiven Einheit Elektronen aufnimmt, jedoch 
nicht von A. Insbesondere kann dieses Oxidationsmittel auch 
eine Elektrode sein, z. B. wenn die Elektrode auf ein Potential 
gesetzt wird, bei dem D" (bzw. A"), jedoch nicht D (bzw. A), 
oxidiert wird. Andererseits wird die oxidative Eigenschaft einer 
katalytisch redoxaktiven Einheit erst durch die Obertragung 
von Elektron(en) von einem Elektron-Donor "D" zum Substrat 
ermoglicht, entweder in Gegenwart eines Reduktionsmrttels. 
das D + jedoch nicht D reduzieren kann oder weil nach 
sukzessiver LadungsQbertragung innerhalb der katalytisch 
redoxaktiven Einheit ein Elektron von einen Akzeptor "A" auf 
den oxidierten Donor D + Qbertragen wird (direkt oder uber 
mehrere Elektrontransferschritte von intermediaren Elektron- 
Donoren) und ein Reduktionsmittel zugegen ist. das nur an 
diesen oxidierten Akzeptor "A + « der katalytisch redoxaktiven 
Einheit Elektronen abgibt, jedoch nicht an A. Insbesondere 
kann dieses Reduktionsmittel auch eine Elektrode sein, z. B. 
wenn die Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei dem D 

bzw. A^. iedoch nicht D (bz« / A), red uziert wird. . 

besteht in der Regel aus sogenanntem Apoprotein, dem (den) 



WO 01/21635 



Protein/Enzym 
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Reduktase 

Oxidoreduktasen 
GOx 



ADH 



FDH 



LDH 



FAD 

NAD* 

PQQ 





PCIYDE00/03016 



15 



bevorzugten Makromolekul(en) der vorliegenden Erfindung, 
und Cofaktoren, den Elektron-Donor(en) und/oder Elektron- 
Akzeptor(en) im Sinne der vorliegenden Erfindung. Die 
Redoxaktivitat des redoxaktiven Proteins/Enzyms wird durch 
eine freie redoxaktive Substanz (das spezifische Substrat) 

ausgelQst. . — 

Klasse redoxaktiver Enzyme, die die Oxidation des fur die 
jeweiliae Oxidase spezifischen Substrat s katalvsieren. 
Klasse redoxaktiver Enzyme, die die Reduktion des fur die 
jeweilige Reduktase spezifi schen Substrats katalvsieren. 

Oberbegriff fur Oxidase n und Reduktasen 
Iducoseoxidase (p-D-glucose : oxygen 1-oxidoreductase, EC 
1.1.3.4). Beispiel eines redoxaktiven Proteins/Enzyms. Bei 
dem Protein/Enzym handelt es sich urn ein Enzym aus 
Apoprotein und FAD als Cofaktor, vgl. Struktur 1 und Formel 
1 .Die GOx liegt als homodimeres Enzym vor (Hecht et al., J. 
I moI. Biol. 229 (1993), S. 153-172). 



Ulkoholdehydrogenase (EC 1.1.1.1). Beispiel eines 
redoxaktiven Proteins/Enzyms. Bei dem Protein/Enzym 
handelt es sich urn ein Enzym aus Apoprotein aus drei 
Protein-Untereinheiten und PQQ. Ham sowie einem Ham- 
| Dimer als Cofaktoren (Amayama et al. Methods Enzymol. 89 
(1982)450-457) 
iFructosedehydrogenase (EC 1.1.99.11). Beispiel eines 
redoxaktiven Proteins/Enzyms. Bei dem Protein/Enzym 
handelt es sich urn ein Enzym aus Apoprotein und PQQ als 
(einen der) Cofaktor. Die Struktur dieses Enzyms 1st 
unbekannt. 

Lactatdehydrogenase (EC 1.1.1.27). ein Enzym aus Apo- 
Protein, FMN und H3m. 
Flavin-Adenin-Dinukle otid. vol. Formel 1 

iNicotinamid-Adenin-Dinu kleotid. vffl. Formel 2 
Pyrrolo-Chinolino-Chinon, entspricht: 4,5-Dihydro-4,5-dioxo- 
1H-pyrrolo-[2,3-fl-chinolin-2,7,9-tricarboxylsaure), vgl. Formel 
3 (Ri = R 3 = Rs= C0 2 H; R 2 = Pm= H) bzw. ein Derivat davon 
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(Formel 3) 




Fe-Protoporphyrin IX, (Formel 4 mit R 2 • R5 ■ Ra ■ R10 = H; R4 
= R 6 = R 9 = R 12 = CH 3 ; R1 = R 3 = CH 2 -CH 2 -C0 2 ~ ; R 7 = R 9 = 
CH=CH 2 bzw. eln Derivat von Fe-Protoporphyrin (Formel 4) 


N 6 -(2-Aminoethyl)- | 
FAD 


modifiziertes Flavin-Adenin-Dinukleotid, vgl. Formel 5 


N 6 -(2-Aminoethyl)- 
NAD* 


modifiziertes Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, vgl. Formel 6 


EDTA 


Ethylendiamln-Tetraacetat (Natriumsalz) 


sulfo-NHS 


N-Hydroxysulfosuccinlmid 


EDC 


(3-Dimethylaminopropyl)-carbodilmid 


HEPES 


N-r2-Hydroxvethvl]piperazin-N'-[2-ethansulfonsaure] 


Tris 1 


Tris-(hyd roxymethyl)-aminomethan 


Alkyl 


Der Begriff "Alkyl" bezeichnet eine gesattigte 
Kohlenwasserstoffgruppe, die geradkettig oder verzweigt ist (z.B. 
Ethyl, 2,5-Dimethylhexyl oder Isopropyl etc.). Wenn "Alkyl" 
benutzt wird, urn auf einen Linker oder Spacer zu verweisen, 
bezeichnet der Begriff eine Gruppe mit zwei verfugbaren 
Valenzen fur die kovalente VerknQpfung (z. B. -CH2CH2-. 
|-CH 2 C(CH3) 2 CH 2 CH 2 C(CH 3 ) 2 CH2- oder -CH 2 CH 2 CH2- etc.). 
Bevorzugte Alkylgruppen als Substituenten oder Seitenketten R 
sind solche der Kettenlange 1 - 30 (langste durchgehende Kette 
von kovalent aneinander gebundenen Atomen). Bevorzugte 
Alkylgruppen als Linker oder Spacer sind solche der Kettenlange 
1-20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, wobei die 
Kettenlange hier die kQrzeste durchgehende Verbindung 
zwischen den durch den Linker oder Spacer verbundenen 

, . . _. ficr ,uon Hpn zwei MolekOlen bzw. zwischen 

Strukturen, also zwiscnen aen tww mvtoiwiwh ^ 

einem Oberflachenatom, OberflachenmolekQI oder einer 
OberflachenmolekQIgruppe und einem anderen Molekul, 
darstellt. 


Alkenvl 


I Alkylgruppen, bei denen eine oder mehrere der C-C 
gi » fa ^hKinri„n ae n durch C=C poppelbindungen ersetzt sind. 


Alkinyl 


Alkyl- oder Alkenylgruppen, bei denen eine oder mehrere der 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C=C 
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Hetero-Alkenyl 



Hetero-Alkinyl 



Linker 



Spacer 
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Dreifachbindungen ersetzt sind. 



Alkylgruppen, bei denen eine Oder mehrere der C-H 
Bindungen oder C-C Einfachbindungen durch C-N. C=N, C-P, 
c =p, c-O, C=Q. C-S Oder C=S Bindun gen ersetzt sind. 

Alkenylgruppen, bei denen eine oder mehrere C-H 
Bindungen, C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch 
C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=O t C-S Oder C=S Bindungen 
ersetzt sind. 



Alkinylgruppen. bei denen eine oder mehrere der C-H 
Bindungen, C-C Einfach-, C=C Doppel- oder C=C 
Dreifachbindung durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=0. C-S 

oder C=S Bindungen ersetzt sind. . _ _ 

molekulare Verbindung zwischen zwei MolekQlen bzw. 
zwischen einem Oberflachenatom, OberflachenmolekQI oder 
einer OberflachenmolekQIgruppe und einem anderen MolekOI. 
In der Regel sind Linker als Alkyh Alkenyh Alkinyl-, Hetero- 
AlkyI- Hetero-Alkenyl- oder Heteroalkinylkette kauflich zu 
erwerben, wobei die Kette an zwei Stellen mit (gleichen oder 
verschiedenen) reaktiven Gruppen derivatisiert ist. Diese 
Gruppen bilden in einfachen/bekannten chemischen 
Reaktionen mit den entsprechenden Reaktionspartner e.ne 
kovalente chemische Bindung aus. Die reaktiven Gruppen 
konnen auch photoaktivierbar sein, d. h. die reakt.ven 
Gruppen werden erst durch Licht bestimmter oder beliebiger 
Wellenlange aktiviert. Bevorzugte Linker sind solche der 
Kettenlange 1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, 
wobei die Kettenlange hier die kurzeste durchgehende 
Verbindung zwischen den zu verbindenden Strukturen, also 
zwischen den zwei MolekQlen bzw. zwischen einem 
Oberflachenatom, OberflachenmolekQI oder einer 
OberflachenmolekQIgruppe und einem anderen Molekul, 

darstellt. — 

Linker der Qber die reaktiven Gruppen an eine oder beide der 
zu verbindenden Strukturen (siehe Linker) kovalent 
angebunden ist. Bevorzugte Spacer sind solche der 
Kettenlange 1 - 20, insbesondere der Kettenlange 1 - 14. wobe, 
die Kettenlange die kOrzeste durchgehende Verb.ndung 
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zwischen den zu verbindenden Strukturen darstellt. 



(n x 
oligo 



HS-Spacer)- 



Nukleinsaure-Oligomer, an das n Thiolfunktionen Qber jeweils 
einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer jeweils eine 
unterschiedliche Kettenlange (kOrzeste durchgehende 
Verbindung zwischen Thiolfunktion und NukleinsSure- 
Oligomer) aufweisen konnen, insbesondere jeweils eine 
beliebige Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese Spacer 
konnen wiederum an verschiedene natQrlich am 
Nukleinsaure-Oligomer vorhandene Oder an diesem durch 
Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden sein 
und "n" ist eine beliebige ganze Zahl, insbesondere eine Zahl 
zwischen 1 und 20. 



(n x R-S-S-Spacer)- 
oiigo 



Nukleinsaure-Oligomer, an das n Disulfidfunktionen Qber 
eweiis einen Spacer angebunden sind, wobei ein beliebiger 
Rest R die Disulfidfunktion absattigt. Der Spacer zur 
Anbindung der Disulfidfunktion an das Nukleinsaure-Oligomer 
kann jeweils eine unterschiedliche Kettenlange (kOrzeste 
durchgehende Verbindung zwischen Disulfidfunktion und 
Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen, insbesondere jeweils eine 
beliebige Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese Spacer 
konnen wiederum kann an verschiedene natQrlich am 
Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an diesem durch 
Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden sein. 
Der Platzhalter n ist eine beliebige ganze Zahl, insbesondere 
eine Zahl zwischen 1 und 20. 



Oligo-Spacer-S-S- 
Spacer-oligo 



zwei gleiche oder verschiedene Nukleinsaure-Oligomere, die 
fiber eine Disulfid-Brucke miteinander verbunden sind, wobei 
die Disulfidbrucke Qber zwei beliebige Spacer an die 
Nukleinsaure-Oligomere angebunden ist und die beiden 
Spacer eine unterschiedliche Kettenlange (kurzeste 
durchgehende Verbindung zwischen Disulfidbrucke und dem 
jeweiligen Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen konnen, 
insbesondere jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 
und 14 und diese Spacer wiederum an verschiedene natQrlich 
am Nukleinsaure-Oligomer vorhandene oder an diese durch 
Modifikation angebrachte reaktive Gruppen gebunden sein 
konnen . , • — 



Mica 



Muskovit-Plattchen, Tragermaterial zum Aufbringen dOnner 



T 
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AuS-fCHJr-ss-oligo- 
Spacer-PQQ- 
FAD(GOx) 



Au-S-(CHJz<is-oHgo- 
Spacer-PQQ- 
FAD(GOx) 

Au-S-fCHJz-ss-oligo- 

Spacer-PQQ-NAD + - 

LDH 



Schichten. 

Gold-Film auf Mica mit kovalent aufgebrachter Monolayer aus 
derivatisiertem 12Bp Einzelstrang DNA-Oligonukleotid (Sequenz: 
TAGTCGGAAGCA). Hierbei ist die endstandige 
Phosphatgruppe des Oligonukleotids am 3' Ende mit (HO- 
(CH 2 )2-S) 2 zum P-0-(CH 2 )2-S-S-(CH 2 ) 2 -OH verestert, wobe. die 
S-S Bindung homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R 
Bindung bewirkt. Die endstandige Base Thymin am 5'- Ende des 
Oligonukleotids ist am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH- 
CH 2 -CH2-NH 2 modifiziert, wobei dieser Rest wiederum Qber 
seine freie Aminogruppe durch Amidbildung mit der 
Carbonsauregruppe des PQQ verbunden ist. An eine weitere 
noch Carbonsauregruppe dieses PQQ ist FAD Qber Amidbildung 
gebunden, das vorher so modifiziert wurde. das es Qber eine 
reaktive Aminogruppe verfQgt, z. B. durch Bildung von N -(2- 
Aminoethyl)-FAD (BQckmann et al, 1991, European Patent 
0 247 537.B1). Anschliefcend wird das FAD mit dem Apoprotein 
der GOx rekonstituiert, so dass ein an der Oberfache kovalent 
angebundenes Nukleinsaure-Oiigomer entsteht, das zusatzhch - 
Qber PQQ als kovalent angebundenem BruckenmolekQl - 

kovalent mit der kompletten G n*-Einheit modifiziert ist. 

Au-S-fCHJrSS-oligo-Spacer-PQQ-FADiGOx) hybridisiert mit 
dem zu ss-oligo (Sequenz: TAGTCGGAAGCA) 

komplementaren Oligonu kleotid. 

Gold-Film auf Mica mrt kovalent aufgebrachter Monolayer aus 
derivatisiertem 12Bp Einzelstrang DNA-Oligonukleotid (Sequenz: 
TAGTCGGAAGCA). Hierbei ist die endstandige 
Phosphatgruppe des Oligonukleotids am 3' Ende mrt (HO- 
(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P-O^CH^-S-SKCH^OH verestert, wobe. die 
S-S Bindung homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R 
Bindung bewirkt. Die endstandige Base Thymin am 5 - Ende des 
Oligonukleotids ist am C-5 Kohlenstoff mrt -CH-CH-CO-NH- 
CH2-CH r NH 2 modifiziert, wobei dieser Rest wiederum uber 
seine freie Aminogruppe durch Amidbildung mit der 
Carbonsauregruppe des PQQ verbunden ist An eine wertere 
noch Carbonsauregruppe dieses PQQ ist NAD Qber 
Amidbildung gebunden, das vomer so modifiziert wurde, das es 
Qber eine reaktive Aminogruppe verfQgt, z. B. durch Bildung von 
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N 6 -(2-Aminoethyl)-NAD + (Buckmann et al, 1991, European 
Patent 0.247.537.B1). An daiese terminate NAD* wird die 
kompiette LDH assoziiert. 


Au-S-fCHJz-ds-oligo- 
Spacer-PQQ-NAD*- 


Au-S-(CHdz-ss-oligo-Spacer-PQQ-NAD*-ADH hybridisiert mit 
dem zu ss-oligo (Sequenz: TAGTCGGAAGCA) 
Kompiementaren uiigonuKieotid. 


E 


Etektrodenpotential, das an der Arbeitselektrode anltegt. 




Gteichgewichtspotential einer Elektrodenreaktion 


E° 


"zero current" Potential einer Elektrodenreaktion, Potential das 
fur eine bestimmte Elektrodenreaktion keinen Gesamtstrom 
(Summe aus oxidativem und reduktivem Strom) liefert. 




Oberpotential einer Elektrodenreaktion 


Elektrodenreaktion 


Redoxreaktion zwischen einer redoxaktiven Substanz und einer 
Elektrode (Aufnahme von Etektronen aus der Elektrode durch 
die redoxaktive Substanz bzw. Abgabe von Etektronen aus der 
redoxaktiven Substanz an die Elektrode) 




Potential beim Strom-Maximum der Oxidation einer reversiblen 
Elektrooxidation oder-reduktion. 


Epted 


Potential beim Strom-Maximum der Reduktion einer reversiblen 
Elektrooxidation Oder -reduktion. 


/ 


Stromdichte (Strom pro cm 2 ElektrodenoberflSche) 


Cyclovoltametrie 


Aufzeichnung einer Strom/Spannungskurve. Hierbei wird das 
Potential einer stationaren Arbeitselektrode zeitabhangig linear 
verandert, ausgehend von einem Potential, bei dem keine 
Elektrooxidation oder -reduktion stattfindet bis zu einem 
Potential, bei dem eine geloste oder an die Elektrode adsorbierte 
Spezies oxidiert oder reduziert wird (also Strom flieBt). Nach 
Durchlaufen des Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in 
der Strom/ Spannungskurve einen zunachst ansteigenden Strom 
und nach Erreichen eines Maximums einen allmahlich 
ahfoilpknH*sn Strom erzeuat wird die Richtunq des 
Potentialvorschubs umgekehrt Im RQcklauf wird dann das 
Verhalten der Produkte der Elektrooxidation oder -reduktion 
aufgezeichnet. 


Amperometrie 


Aufzeichnung einer Strom/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential 
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einer stationaren Arbeitselektrode z. B. durch einen 
Potentialsprung auf ein Potential gesetzt, bei dem die 
Elektrooxidation Oder -reduktion einer gelosten oder adsorbierten 
Spezies stattfindet und der flie&ende Strom wird in Abhangigkeit 
von der Zeit aufgezeichnet 



Aufeeichnung eines Elektrodenspannungsverlaufs in 
Abhangigkeit vom z. B. dem Substratverbrauch. Hierbei wird z. 
B das Potential einer stationaren Arbeitselektrode auf das "zero 
current' Potential £°des Substrats eingestellt. Bei Verbrauch von 
Substrat durch die katalytisch redoxaktive Einheit (im Falle der 
Hybridisierung) andert sich das "zero current' Potential £° in 
Richtung des Gleichgewichtspotentials E®*. Somit erhalt man 
durch die Aufeeichnung des Potentials in Abhangigkeit von der 
Zeit (~ Substratverbrauch) Aufschlufc Ober den 
Hybridisierungszustand. 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oligomer, das durch chemische 
Bindung einer katalytisch redoxaktiven Einheit modifiziert ist. Die katalytisch redoxaktive 
Einheit kann nach Abgabe eines Elektrons an ein externes Oxidationsmittels (Substrat) 
von einem externen Reduktionsmittel, z. B. einer Elektrode, reduziert Oder nach 
Aufnahme eines Elektrons von einem externen Reduktionsmittel (Substrat) durch e.n 
externes Oxidationsmittel, z. B. einer Elektrode, oxidiert werden. 

Als Nukleinsaure-Oligomer wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
Verbindung aus wenigstens zwei kovalent verbundenen Nukleotiden oder aus 
wenigstens zwei kovalent verbundenen Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thymin oder Uracil) 
oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin), bevorzugt ein DNA-. RNA- oder PNA- 
Fragment. verwendet. In der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begnff 
Nukleinsaure auf ein beliebiges "RQckgrar der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder 
Purin-Basen. wie z. B. auf das Zucker-Phosphat RQckgrat der DNA, cDNA oder RNA, 
auf ein Peptid-Ruckgrat der PNA oder auf analoge ROckgrat-Strukturen, wie z. B. ein 
Thio-Phosphat-, ein Dithio-Phosphat- oder ein Phosphoramid-Ruckgrat. Wesentl.ches 
Merkmal einer Nukleinsaure im Sinne der vorliegenden Erfindung ist, dass sie naturlich 
vorkommende cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. Altemativ zu dem 
Begriff "Nukleinsaure-Oligomer" werden die Begriffe "(Sonden-) Oligonukleobd , 
"Nukleinsaure" oder "Oligomer" verwendet. 
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Der Begriff "Elektron-Akzeptor" bzw. "Elektron-Akzeptor-MolekOI" und der Begrlff "Elektron- 
Donor" bzw. "Elektron-Donor-toolekul" bezeichnet im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
einen Bestandteii (ein redoxaktives Zentrum bzw. einen Kofaktor bzw. eine prosthetische 
Gruppe) einer katalytisch redoxaktiven Einheit. 

5 

Eine im Rahmen der vorliegenden Erfindung unter dem Oberbegriff "katalytisch 
redoxaktive Einheit" bezeichnete Einheit besteht in der Regel aus einem Oder mehreren 
redoxaktiven Zentren (Cofaktoren, prosthetischen Gruppen), die im folgenden als 
Elektron-Donoren bzw. Elektron-Akzeptoren bezeichnet werden, und einem oder 

10 mehreren diese redoxaktiven Zentren bindenden MakromolekQIen. Die katalytisch 
redoxaktive Einheit enthSIt also in ihrer erfindungsrelevanten Erscheinungsform ein 
Oder mehrere Elektron-Donor-Molekule und/oder ein oder mehrere Elektron-Akzeptor- 
Molekiilen, wobei dieses (diese) Elektron-Donor-Molekul(e) und/oder dieses (diese) 
Elektron-Akzeptor-Molekul(e) an ein oder mehrere Makromolekule gebunden sind bzw. 

15 in diese(s) Makromolekul(e) eingebettet sind. Elektron-Donor(en) und/oder Elektron- 
Akzeptoren) kfinnen untereinander durch eine oder mehrere kovalente oder ionische 
Bindungen, durch Wasserstoff-Brucken-Bindungen, van-der-Waals-Brucken, durch ji-ji- 
Wechselwirkung oder durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und - 
Akzeptation miteinander verbunden sein, wobei kovalente Verbindungen direkte oder 

20 indirekte (z. B. uber einen Spacer, nicht aber Qber ein Nukleinsaure-Oligomer) 
Verbindungen sein konnen. Daneben konnen die Elektron-Donor(en) und/oder 
Elektron-Akzeptor(en) mit dem (den) MakromolekQI(en) durch kovalente Anbindung an 
das (die) MakromolekOI(e), durch Einkapseln in passende molekulare Kavitaten 
(Bindungstaschen) des Makromolekuls (der Makromolekule), durch ionische 

25 Bindungen, Wasserstoff-BrQcken-Bindungen, van-der-Waals-Brucken, tc-ti- 
Wechselwirkung oder durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und - 
Akzeptation zwischen dem(n) Makromolekul(en) und dem(n) Elektron-Donor- 
MolekQI(en) und/oder dem(n) Elektron-Akzeptor-MolekQI(en) verbunden sein. Sind 
mehrere Makromolekule Bestandteii der katalytisch redoxaktiven Einheit kann die 

30 Bindung der Makromolekule untereinander ebenfalls kovalent, ionisch, durch 
Wasserstoff-BrQcken-Bindungen, van-der-Waals-BrQcken, ir-n-Wechselwirkung oder 
durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation erfolgen. Eine 
katalytisch redoxaktive Einheit kann im Minimalfall auch nur aus einem Makromolekul 
bestehen, wobei das Makromolekul dann in seiner erfindungsrelevanten 

35 Erscheinungsform auch als Elektron-Donor bzw. -Akzeptor wirkt. Sie kann auch nur 
aus aus einem Elektron-Donor bzw. -Akzeptor bestehen. Daneben kann die katalytisch 
redoxaktive Einheit auch durch spontane Zusammenlagerung der Bestandteii in 
Ldsung (in situ) gebildet werden. 
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Die angesprochenen Donor- und/oder Akzeptor-MolekOle bilden zusammen mit den 
MakromolekQIen eine katalytisch redoxaktive Einheit, d. h. sie sind direkt oder Qber 
weitere MolekQlteile aneinander gebunden. Einzige Einschrankung der die Bestandteile 
der katalytisch redoxaktiven Einheit verbindenden MolekQIe oder MolekQlteile ist der 
AusschluB von Nukleinsaure-Oligomeren. GemaB der vorliegenden Erfindung ist die 
katalytisch redoxaktive Einheit als eine komplette Einheit an das Sonden-Oligonukleotid 
gebunden, wobei natQrlich mehrere chemische Bindungen zwischen Oligonukleotid und 
der redoxaktiven Einheit ausgebildet werden kennen. Durch den AusschluB von 
Nukleinsaure-Oligomeren als die die Bestandteile der katalytisch redoxaktiven Einheit 
verbindenden MolekOle oder MolekQlteile soil verdeutlicht werden, dass nicht einzelne 
Teile der katalytisch redoxaktiven Einheit an verschiedenen Stellen des Sonden- 
Oligonukleotids angebunden sind. Das Sonden-Oligonukleotid stellt also explizit nicht 
die Verbindung zwischen den Elektron-Donor-MolekQI(en) und den MakromolekQIen 
und/oder den Elektron-Akzeptor-Molekul(en) und den MakromolekQIen der katalytisch 
redoxaktiven Einheit dar. 

Die Redoxaktivitat der katalytisch redoxaktiven Einheit, also deren Eigenschaft unter 
bestimmten auBeren Umstanden an ein geeignetes Oxidationsmittel Elektronen 
abzugeben (bzw. von einem geeigneten Reduktionsmittel Elektronen aufeunehmen), 
wird durch einen InitiationsprozeB, z. B. erst nach Reduktion (bzw. nach Oxidation) 
durch das Substrat, entfaltet. Bei entsprechend gewahlten auBeren Umstanden 
entfaltet die katalytisch redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat erst nach dem 
Initiationsprozess "Zugabe von Substrat mit der Eigenschaft Ladung auf die katalytisch 
redoxaktive Einheit zu Qbertragen": So wird die reduktive Eigenschaft einer katalytisch 
redoxaktiven Einheit erst durch die Obertragung von Elektron(en) vom Substrat auf 
den/einen Elektron-Donor "D" ermoglicht, entweder in Gegenwart eines extemen 
Oxidationsmittels (z. B. der Elektrode mit entsprechend gewahltem Potential), das D", 
jedoch nicht D. oxidieren kann oder weil nach sukzessiver LadungsQbertragung 
innerhalb der katalytisch redoxaktiven Einheit das Elektron von D" auf einen Akzeptor 
"A" Qbertragen wird (direkt oder Qber mehrere Elektrontransferschritte zu intermediaren 
Elektron-Akzeptoren) und ein Oxidationsmittel zugegen ist, das nur von diesem 
reduzierten Akzeptor "A"" der katalytisch redoxaktiven Einheit Elektronen aufnimmt", 
jedoch nicht von A (z. B. in Gegenwart einer Elektrode mit entsprechend gewahltem 
Potential). Andererseits wird die oxidative Eigenschaft einer katalytisch redoxaktiven 
Einheit erst durch die Obertragung von Elektron(en) von einem Elektron-Donor "D" zum 
Substrat ermoglicht, entweder in Gegenwart eines Reduktionsmittels (z. B. der 
Elektrode mit entsprechend gewahltem Potential), das D\ jedoch nicht D reduzieren 
kann oder weil nach sukzessiver LadungsQbertragung innerhalb der katalytisch 
redoxaktiven Einheit ein Elektron von einen Akzeptor "A" auf den oxidierten Donor D + 
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Gbertragen wird (direkt Oder Qber mehrere Elektrontransferschritte von intermediaren 
Elektron-Donoren) und ein Reduktionsmittel zugegen 1st, das nur an diesen oxidierten 
Akzeptor «A +n der katalytisch redoxaktiven Einheit Elektronen abgibt, jedoch nicht an A 
(z. B. in Gegenwart einer Elektrode mit entsprechend gewahltem Potential). 

Wesentliche Merkmale der katalytisch redoxaktiven Einheit sind neben der 
Zusammensetzung aus Elektron-Donor(en) und/oder Elektron-Akzeptor(en) und 
MakromolekQI(en): (i) die Einheit ist in den erfindungsrelevanten Erscheinungsformen 
(Elektron-Donorfen) und/oder Elektron-Akzeptor(en und Makromolekul(en)) im 
ursprunglichen bzw. oxidierten oder reduzierten Zustand) stabil und dissoziiert nicht in 
ihre Bestandteile, (ii) die elektrokatalytische Aktivitat der Einheit (siehe unten), (iii) die 
Einheit enthalt keine Nukleinsaure, (iv) die Zusammensetzung der Einheit aus Elektron- 
Donoren) und/oder Elektron-Akzeptor(en) und Makromolekul(en) kann - unabhangig 
von der Bindung zwischen den Bestandteilen - vom Fachmann erkannt werden, da die 
redoxaktiven Zentren (Cofaktoren, prosthetischen Gruppen) und die zugehorige Matrix 
aus MakromolekOI(en) (z. B. das Apoprotein bei Enzymen als Beispiel einer katalytisch 
redoxaktiven Einheit) prinzipiell auch getrennt voneinander vorkommen konnen. 

Das fQr eine bestimmte katalytisch redoxaktive Einheit spezifische Substrat ist ein freies, 
nicht kovalent mit der katalytisch redoxaktiven Einheit, dem Nukleinsaure-Oligomer oder der 
leitfahigen Oberflache verbundes, aber mit diesen, z. B. Qber die der modifizierten 
leitfahigen Oberflache zugefugte Losung, in Kontakt stehendes Oxidations- oder 
Reduktionsmittel, wobei das Substrat z. B. ein geladenes oder ungeladenes Molekul, 
eine beliebiges Salz, ein Ion oder ein redoxaktives Protein oder Enzym 
(Oxidoreduktase) sein kann. Das Substrat ist dadurch gekennzeichnet, dass sie von der 
katalytisch redoxaktiven Einheit durch die Ausbildung spezifischer Wechselwirkungen 
zwischen Substrat und katalytisch redoxaktiver Einheit erkannt wire! und den Donor 
(bzw. den Akzeptor) der katalytisch redoxaktiven Einheit reduzieren (bzw. oxidieren) 
kann, wobei die katalytische Aktivitat der katalytisch redoxaktiven Einheit diese 
Redoxreaktion des Substrats zum Produkt beschleunigt (katalysiert). 

Die katalytische Aktivitat der katalytisch redoxaktiven Einheit wirkt sich beschleunigend auf 
die spezifische Reaktion zwischen der Einheit und dem zugeherigen Substrat aus und 
ermoglicht so einen Reaktionsablauf, der ohne die katalytische Aktivitat der Einheit (z. B. in 
Form des Substrats und des nicht gebundenen Cofaktore in Losung) nicht bzw. nur in nicht 
wahmehmbaren Umfang stattfindet. Diese katalytische Aktivitat der redoxaktiven Einheit 
wird durch Stabilisierung des jeweiligen Obergangszustands, i. e. der energiereichsten 
Spezies im Reaktionsablauf zwischen katalytisch redoxaktiver Einheit und zugehdrigem 
Substrat, enreicht. 
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Die elektrokatalytische Aktivitat der katalytisch redoxaktiven Einheit steht in engem Bezug 
zur katalytischen Aktivitat der Einheit. Durch die Anwesenheit der katalytisch redoxaktiven 
Einheit und deren Einbindung in den Reaktionsablauf der Elektrodenreaktion des Substrate 
5 zum Produkt (Ablauf der Gesamtreaktion der elektrochemische Redoxreaktion zwischen 
einer Elektrode und dem Substrat, i.e. Abgabe von Elektronen aus der Elektrode an das 
Substrat bzw. Abgabe von Elektronen vom Substrat an die Elektrode, uber die 
Zwischenstufen Redoxreaktion zwischen Substrat und katalytisch redoxaktiver Einheit und 
Redoxreaktion zwischen redoxaktiver Einheit und Elektrode) wird die elektochemische 

10 Umwandlung des Substrate an der Elektrode beschleunigt. Die elektrokatalytische (Aktivitat 
einer an einer Elektrode immobilisierten katalytisch redoxaktiven Einheit reduzjeg* die 
Aktivierungsenergie der Elektrodenreaktion des Substrate zum Produkt (Energie e des 
energiereichsten Zustandes fUr den Reaktionsablauf der Umwandlung des Substrat in das 
Produkt an der Elektrode) und fuhrt dadurch zu einer Verschiebung des fur die 

15 Elektrodenreaktion des Substrate zum Produkt notwendigen Elektrodenpotentials in 
Richtung des Gleichgewichtspotentials fur diese Elektrodenreaktion. Die Erniedrigung des 
Aktivierungspotentials fiihrt zu einem Abbau der fDr eine Elektrodenreaktion notwendige 
Oberspannung und damit zu einer Zunahme des Elektronenfusses zwischen Elektrode und 
Substrat bei einem bestimmten fQr die Elektrodenreaktion geeigneten Elektrodenpotential 

20 (diese Zunahme wird im allgemeinen als katalytischer Strom bezeichnet). Wesentliche 
Folge der elektrokatalytischen Aktivitat ist also, dass die elektrochemische Umwandlung 
des Substrate in das Produkt in Gegenwart und unter Beteiligung der katalytisch 
redoxaktiven Einheit bei einem Elektrodenpotential durchgefuhrt werden kann, bei dem in 
Abwesenheit der katalytisch redoxaktiven Einheit kein oder nur sehr geringer Strom flie&t. 

25 

Die katalytisch redoxaktive Einheit wirkt sowohl in Hinblick auf das mit der katalytisch 
redoxaktiven Einheit wechselwirkende Substrat als auch in Hinblick auf die mit dem 
jeweiligen Substrat durchgefUhrte Reaktion spezifisch. Im. Rahmen der voriiegenden 
Erfindung sind Redoxreaktionen die bevorzugten Reaktionen zwischen katalytisch 
30 redoxaktiver Einheit und Substrat. 

Mit dem Begriff "Reduktionsmittel" wird im Rahmen der voriiegenden Erfindung eine 
chemische Verbindung (chemische Substanz) bezeichnet, die durch Abgabe von 
Elektronen an eine andere chemische Verbindung (chemische Substanz, Elektron-Donor, 
35 Elektron-Akzeptor) diese andere chemische Verbindung (chemische Substanz, Elektron- 
Donor, Elektron-Akzeptor) reduziert Das Reduktionsmittel verhalt sich analog zu einem 
Elektron-Donor, wird aber im Rahmen der voriiegenden Erfindung als Begriff fQr einen 
extemen, nicht unmlttelbar zur redoxaktiven Einheit gehOrigen Elektron-Donor verwendet. 
"Nicht unmittelbai" bedeutet in diesem Zusammenhang, dass das Reduktionsmittel 
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entweder eine freie redoxaktive Substanz ist, die nicht an das Nukleinsaure-Oligomer 
gebunden ist, aber mit diesem in Kontakt steht Oder dass das Reduktionsmittel kovalent an 
das Nukleinsaure-Oligomer angebunden ist, jedoch an einer Stelle des Nukleinsaure- 
Oligomers, die mindestens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder wenigstens zwei 
5 kovalent verbundene Pyrimidin- oder Purin-Basen von der kovalenten Anbindungstelle 
der redoxaktiven Einheit entfernt ist. Insbesondere kann die Elektrode das Reduktionsmittel 
darstellen. 



Mit dem Begriff "freie redoxaktive Substanz" wird im Rahmen der vorliegenden 
10 Erfindung ein freies, nicht kovalent mit der redoxaktiven Einheit, dem Nukleinsaure- 
Oligomer oder der leitfahigen Oberflache verbundenes, aber mit diesen, z. B. Qber die der 
modifizierten leitfahigen Oberflache zugefQgte Losung, in Kontakt stehendes Oxidations- 
oder Reduktionsmittel bezeichnet, wobei die freie redoxaktive Substanz z. B. ein 
ungeladenes Molekul, eine beliebiges Salz, ein Ion oder ein redoxaktives Protein oder 
15 Enzym (Oxidoreductase) sein kann. Die freie redoxaktive Substanz ist dadurch 
gekennzeichnet, dass sie den Donor (bzw. den Akzeptor) der katalytisch redoxaktiven 
Einheit reduzieren (bzw. oxidieren) kann. Insbesondere ist das spezifische Substrat der 
katalytisch redoxaktiven Einheit eine freie, redoxaktive Substanz. 

20 Das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer ist direkt Oder indirekt (Qber einen Spacer) an 
eine leitfahige Oberflache gebunden. Unter dem Begriff "leitfahige Oberflache" wird 
jede elektrisch leitfahige Oberflache beliebiger Dicke verstanden, insbesondere 
metallische Oberflachen, Oberflachen aus Metallegierungen oder dotierte oder nicht 
dotierte Halbleiteroberflachen, wobei samtliche Halbleiter als Reinsubstanzen oder als 

25 Gemische Verwendung finden konnen. Die leitfahige Oberflache kann im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung alleine oder auf einem beliebigen Tragermaterial, wie z. B. 
Glas, aufgebracht voriiegen. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird der Begriff 
"Elektrode" alternativ zu "leitfahige Oberflache" gebraucht. 

30 Unter dem Begriff "modifizierte leitfahige Oberflache" wird eine leitfahige Oberflache 
verstanden, die durch Anbindung eines mit einer katalytisch redoxaktiven Einheit 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomers modifiziert ist. Im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung wird der Begriff "funktionalisierte Elektrode" alternativ zum Begriff 
"modifizierte leitfahige Oberflache" gebraucht. 

35 

GemaR eines weiteren Aspekts betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, das die 
elektrochemische Detektion molekularer Strukturen wie z. B. die Detektion des 
Substrats, insbesondere aber die elektrochemische Detektion von DNA-/RNA-/PNA- 
Fragmenten in einer Probenldsung durch sequenzspezifische Nukleinsaure-Oligomer- 
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Hybridisierung ermoglicht. Die Detektion der Hybridisierungsereignisse durch 
elektrische Signale ist eine einfache und kostengCinstige Methode und ermdglicht in 
einer batteriebetriebenen Variante den Einsatz vor Ort. 

AuSerdem stellt die vorliegende Erfindung ein Ausleseverfahren zur Detektion 
molekularer Strukturen zur VerfQgung, unter anderem zur parallelen Detektion von 
Hybridisierungsereignissen auf einem Oligomer-Chip durch Auslesen elektrischer 
Signale in einem Mikroelektroden-Array. ErfindungsgemaR wird unter einem Qber 
Mikroelektroden ansteuerbaren Ausleseverfahren ein Verfahren verstanden, bei dem 
die Detektion molekularer Strukturen auf einer bestimmten Elektrode innerhalb des mit 
katalytisch redoxaktiven Einheiten funktionalisierten Elektroden-Arrays durch 
elektrische Ansteuerung dieser Elektrode. z. B. direkt oder Qber cMOS-Technologie 
erreicht wird. Desweiteren kann eine parallele Detektion von Hybridisierungsereignissen 
auch dadurch erreicht werden, dass entweder beim Aufbau der verschiedenen 
funktionalisierten Elektroden eines Elektroden-Arrays verschiedene katalytisch 
redoxaktive Einheiten fQr die einzelnen Elektroden des Arrays verwendet werden oder 
dass eine durchgangig leitfahige Oberflache zum Aufbau der funktionalisierten 
Elektroden verwendet wird und die Unterscheidbarkeit molekularer Strukturen auf 
einem bestimmten Bereich mit identischem Elektrodenaufbau (eines bestimmten Test- 
Sites) innerhalb des Gesamtsystems (des kompletten Oligomer-Chips) dadurch erreicht 
wird, dass fQr die einzelnen Test-Sites verschiedene katalytisch redoxaktive Einheiten 
verwendet werden, die Qber die selektive Zugabe des jeweiligen spezifischen Substrats 
angesprochen werden konnen. Bei letzterer Variante wird aufgrund der durchgangigen 
leitfahigen Oberflache die elektrochemische Antwort des gesamten Oligomerchips 
detektiert, die Adressierung und das Auslesen der elektrochemischen Antwort einzelner 
Testsites erfolgt durch die selektive Zugabe des jeweils fur dieses Test-Site 
spezifischen Substrats. 

Weiterhin stellt die Erfindung in der Ausfuhrungsform eines Elektroden-Arrays aus 
Elektroden, die mit jeweils unterschiedlichen katalytisch redoxaktiven Einheiten 
funktionalisiert wurden, ein Qber Mikroelektroden ansteuerbares Detektionsverfahren 
zur parallelen qualitativen und quantitativen Detektion von redoxaktiven Substanzen, 
dem jeweiligen Substrat der verschiedenen katalytisch redoxaktiven Einheiten der 
Elektroden innerhalb eines Elektroden-Arrays, dar. 
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Bindung einer katalytisch redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer 

Voraussetzung for das erfindungsgemaSe Verfahren ist die Bindung einer katalytisch 
redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer. Die katalytisch redoxaktive Einheit 
kann z. B. jedes beliebige redoxaktive Protein/Enzym aus der Gruppe der Oxidasen 
bzw. der Reduktasen, durch Proteinengineering Oder Genmutation veranderte 
Proteine/Enzyme aus dieser Gruppe der Oxidasen bzw. Reduktasen oder eine 
ktinstlich hergestellte Einheiten aus einem oder mehreren redoxaktiven Zentren 
(Elektron-Donor bzw. Akzeptor) bzw. eine kCinstlich hergestellte Einheiten aus einem 
oder mehreren redoxaktiven Zentren (Elektron-Donor bzw. Akzeptor) und einem oder 
mehreren diese redoxaktiven Zentren bindenden MakromolekOlen sein. 

Als Beispiele einer katalytisch redoxaktiven Einheit seien genannt: 

(i) redoxaktive Proteine/Enzyme, wie z. B. die Oxidoreeduktasen, von denen in der 
folgenden Tabelle 1 einige zusammengestellt sind. Die kovalente Anbindung der 
katalytisch redoxaktiven Einheit (des redoxaktiven Proteins/Enzyms) erfolgt im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung bevorzugt iiber eine kovalente Anbindung des Cofaktors mit 
anschlieBender Rekonstitution des Apoproteins an den an das Nukleinsaure-Oligomer 
angebundenen Cofaktor. Bei katalytisch redoxaktiven Einheiten (redoxaktiven 
Proteinen/Enzymen) mit mehreren Cofaktoren wird einer der Cofaktoren (in der 
nachfolgenden Tabelle 1 fett gedruckt) kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer 
angebunden und die katalytisch redoxaktive Einheit durch rekonstitution mit den 
restlichen Cofaktoren und dem Apoprotein komplettiert. 
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Tabelle 1: Auswahl einiger redoxaktiver Enzyme (Oxidoreduktasen) als Beispiele 
katalytisch redoxaktiver Einheiten. 



Enzym 


Cofaktor 


Substrat 


katalysierte 
Enzymreaktion 


Glucoseoxidase 


FAD 


Glucose 


Glucose + FAD -> 
Gluconsaure + FADH 2 


Alkoholdehydrogenase 


PQQ, Ham, 
Ham-Dimer 


Ethanol 


Ethanol + PQQ 
Acetaldehvd + PQQH 2 


Fructosedehydrogenase 


PQQ, Ham, ... 


Fructose 


D-Fructose + PQQ -> 5- 
Keto-D-Fructose + 
PQQH 2 


Lactatdehydrogenase 


FMN, Ham 


Lactat 


Lactat + FMN 
Pyruvat + FMNH 2 


Peroxidasen (z. B. 
Meerrettichperoxidase, 

Lactoperoxidase, 
Cytochrom c Peroxidase, 
Fungal Peroxidase etc.) 


Ham 







5 

(ii) modifizierte redoxaktive Proteine/Enzyme wie unter (i) vorgestellt, die durch 
Proteinengineering oder Genmutation verSndert wurden und weitemin katalytische bzw. 
elektrokatalytische AktivitSt besitzen. 

10 (iii) kQnstlich hergestellte katalytisch redoxaktive Einheiten aus Elektron-Donor(en) und 
Oder Eletron-Akzeptoren und MakromolekOlen, die eine katalytische bzw. 
elektrokatalytische Aktivitat besitzen. 

(iv) NAD*-abh3ngige Enzyme wie z. B. Lactatdehydrogenase (LDH. EC 1.1.1.27) oder 
15 Alkoholdehydrogenase (ADH, EC 1.1.1.1). Bei der Verwendung von NAD + -abhangige 
Enzymen kann die katalytisch redoxaktive Einheit (z. B. LDH oder ADH) an das 
Nukleinsaure-Oligomer angebunden werden, indem (modifiziertes) NAD* direkt oder 
Qber einen Spacer (Beispiel 3) kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden wird 
und das NAD*-abhangige Enzym dann durch nichtkovalente Wechselwirkung mit dem 
20 (modifizierten) NAD* assoziiert. 



J 



WO 01/21635 




5 Struktur 1: Monomer der Glucoseoxidase (GOx). Das Apoprotein besteht aus <x- 
helikalen und p-Faltblatt Domanen, das Coenzym Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) ist in 
Form des raumfQIIenden Schalottenmodeiis eingezeichnet. Die Struktur des FAD ist in 
Formel 1 gezeigt. In seiner nativen Erscheinungsform liegt die GOx als Homodimer vor. 



10 
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HO HO 



HO HO 



Formel 1 



Forme! 2 



10 





15 



Formel 3 



Formel 4 



M = 2H. MB. Zn. Cu, Ni, Pd, Co, Cd, Mn. Fe(U). Fe(IU), Sn Pt etc,, R, "^R^rtrjd 
unabhangig voneinander H Oder beliebige Alkyh Alkenyl-, Atony!-, Heteroalkyl-, 
Heteroalkenyl- Oder Heteroalkinyl-Substituenten. 



20 
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Daneben zeichnet sich die katalytisch redoxaktive Einheit erfindungsgemaS dadurch 
aus, dass besagte Einheit an ein ebenfalls kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer 
angebundenes Oxidationsmittel Elektronen abgibt bzw. von einen anderen ebenfalls 
kovalent an das Oligonukleotid angebundenen Reduktionsmittel Elektronen aufnimmt, 
wobei dieses Oxidations- oder Reduktionsmittel insbesondere eine elektrisch leitfah.ge 
Oberflache (Elektrode) sein kann und die katalytisch redoxaktive Einheit. insbesondere 
das redoxaktive Zentrum der Einheit, durch Anlegen einer auBeren Spannung an dieser 
Elektrode im elektrochemcsch zuganglichen Potentialbereich der Elektrode 
elektrooxidienV-reduziert werden kann. 

Die katalytisch redoxaktive Einheit zeichnet sich erfindungsgemaB dadurch aus, dass 
das redoxaktive Zentrum der Einheit (direkt oder nach der spezifischen Reaktion nut 
dem Substrat) an einer Elektrode oxidiert bzw. reduziert werden kann und der 
Ursprungszustand der katalytisch redoxaktiven Einheit - vor der Oxidation bzw 
Reduktion an der Elektrode - durch die spezifische Reaktion der katalytisch 
redoxaktiven Einheit mit dem zugehdrigem Substrat in einer spezifischen katalytischen 
Reaktion wiederhergestellt wird. ErfindungsgemaS kann dazu jede katalytisch 
redoxaktive Einheit verwendet werden, solange sie bzw. das redoxaktive Zentrum der 
katalytisch redoxaktiven Einheit bei einem Potential q>. das der Bedingung 2.0 V * 9 * - 
2 0V genugt, oxidierbar und reduzierbar ist. Das Potential bezieht sich hierbe. auf das 
freie, unmodifizierte, redoxaktive Zentrum der katalytisch redoxaktiven Einheit in e.nem 
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geeigneten LGsungsmittel, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode. Im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung 1st der Potentialbereich 1,7 V * 9 * - 1.7 V bevorzugt wobe, 
der Bereich 1,4V.^-1,2V besonders bevorzugt ist und der Bereich 0.9 V* <p * - 
0,7 V, in dem die redoxaktive Zentren der Anwendungsbeisp.ele ox.d.ert (und 
rereduziert) werden, ganz besonders bevorzugt ist. 

Weiterhin zeichnet sich die katalytisch redoxaktive Einheit erfindungsgema* dadurch 
aus. dass durch Einbindung der katalytisch redoxaktiven Einhert in die 
elektrochemische Oxidation oder Reduktion das fur die redoxaktive Zentrum der Einhert 
spezifische Substrat elektrokatalytisch an einer Elektrode oxidiert bzw. reduz.ert w.rd d. 
h bei einem Potential bei dem in Abwesenheit der katalytisch redoxaktiven E.nhe.t ke.n 
oder nur sehr geringer Strom flieSen wurde bzw. unter Entstehen eines katalytischen 
(Zusatz-)Stroms. 

Erfindungsgemafc wird eine katalytisch redoxaktive Einheit an ein Nukleinsaure- 
Oligomer kovalent durch die Reaktion des Nukleinsaure-Oligomers mit der katalyUsch 
redoxaktiven Einheit oder Teilen davon (siehe auch Abschnitt "Wege zur Ausfuhrung 
der Erfindung-) gebunden. Diese Bindung kann auf fQnf verschiedene Arten 
durchgefQhrt werden: 

a) Als reaktive Gruppe zur Bindungsbildung am NukteinsSure-Oligomer wird eine freie 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe des 
Oligonukleotid-RQckgrats, insbesondere eine Gruppe an einem der beiden Enden des 
Oligonukleotid-Ruckgrats, verwendet. Die freien, endstandigen Phosphorsaure-, 
Zucker-C-3-Hydroxy-. Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen eine erhohte 
Reaktivitat auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. Amidb.ldung mrt 
(primaren oder sekundSren) Aminogruppen bzw. mit Sauregruppen, Esterbildung m,t 
(primaren. sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. mrt sauregruppen 
Thioesterbildung mit (primaren. sekundaren oder tertiaren) Thio-AJkoholen bzw. mrt 
Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit anschlie&ender 
Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung ein. D,e zur 
kovalenten Anbindung der katalytisch redoxaktiven Einheit n6tige Kopplungsgruppe 
(SSure-, Amin-, Alkohol-, Thioalkohol- oder Aldehydfunktion) ist entweder 
natQrlicherweise an der katalytisch redoxaktiven Einheit vorhanden oder w.rd durch 
35 chemische Modifikation der katalytisch redoxaktiven Einheit erhalten. Die Anbindung 
der katalytisch redoxaktiven Einheit kann komplett oder in Teilen der Einheit mrt 
anschlie&ender Vervollstandigung der katalytisch redoxaktiven Einhert erfolgen (s.ehe 
unten). 
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b) Das Nukleinsaure-Oligomer ist Ober einen kovalent angebundenen Molekulteil 
(Spacer) beliebiger Zusammensetzung und Kettentenge (langste durchgehende Kette 
von aneinander gebundenen Atomen), insbesondere der Kettenlange 1 bis 14, am 
Oligonukleotid-RQckgrat bzw. an einer Base mit einer reaktiven Gruppe modifiziert. Die 

5 Modifikation erfolgt bevorzugt an einem der Enden des Oligonukleotid-Ruckgrats bzw. 
an einer terminalen Base. Als Spacer kann z.B. ein Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, 
Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinylsubstituent verwendet werden. Mogliche 
einfache Reaktionen zur Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen katalytisch 
redoxaktiver Einheit und des so modifizierten Nukleinsaure-Oligomers sind wie unter a) 

10 beschrieben, die Amidbildung aus Saure- und Amino-Gruppe, die Esterbildung aus 
Saure- und Alkohol-Gruppe, die Thioesterbildung aus Saure- und Thio-Alkohol-Gruppe 
oder die Kondensation von Aldehyd und Amin mit anschlie&ender Reduktion der 
entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung. Die Anbindung der katalytisch 
redoxaktiven Einheit kann komplett oder in Teiien der katalytisch redoxaktiven Einheit 

15 mit anschlie&ender Vervollstandigung der Einheit erfolgen (siehe unten). 

c) Im Falle von katalytisch redoxaktiven Einheiten, die FAD/FADH 2 als Cofaktoren 
besitzen wird bei der Synthese des Nukleinsaure-Oligomers als terminate Base ein 
phosphoryliertes Adenin verwendet und dieses durch Fusion mit Flavin-Mononukleotid 

20 zu einem FAD-Derivat (p-D-2-Desoxiribose-FAD) modifiziert und die katalytisch 
redoxaktive Einheit durch Rekonstitution mit der von (einem) FAD befreiten katalytisch 
redoxaktiven Einheit komplettiert. 

d) Bei Verwendung NAD + /NADH-abhangiger Enzyme (Enzyme aus Cofaktor(en) und 
25 Apoprotein(en), die fur einen vollstandigen Ablauf des katalytischen Reaktionszyklus 

neben dem spezifischen Substrat auch NAD* bzw. NADH benotigen wie z. B. die 
Lactatdehydrogenase (LDH) oder die Alkoholdehydrogenase (ADH)) kann die 
katalytisch redoxaktive Einheit (z. B. das LDH oder ADH) an das Nukleinsaure- 
Oligomer angebunden werden, indem (modifiziertes) NAD* direkt (wie hier unter (a) 
30 beschrieben) oder Qber einen Spacer (wie hier unter (b) bzw. in Beispiel 3 beschrieben) 
kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden wird und das NAD*-abhangige 
Enzym dann durch nichtkovalente Wechselwirkung mit dem (modifizierten) NAD + - 
assoziiert wird. 

35 e) Bei der Synthese des Nukleinsaure-Oligomers wird eine terminate Base bzw. ein 
terminates Nukleotid durch einen Cofaktor der katalytisch redoxaktive Einheit ersetzt 
und die katalytisch redoxaktive Einheit durch Rekonstitution mit der von diesem 
Cofaktor befreiten katalytisch redoxaktiven Einheit komplettiert (siehe unten). 
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SSI a^^e^e erfoige. So kann im Fa,* «nes 
^oZven Proteins/Enzyms aus Apoprotein und Cofaktorten) statt der kompletten 
LlXh Loxaktiven E^t auch nur das Apoprotein, das Apoprolern und «n T* 
n!7r^kto»n oder ein oder mehrere Cofaktoren angebunden se,n und die katalytisch 
ZZZZ^l dutch ansch,ie 6 ende Rekonstitution mi, den noch fehlenden 

Teilen komplettiert. 

Bei mehreren verschiedenen NukleinsSure-Oligomer-Kombinationen (Testates) «* 
^nemEiektroden-Array ist es vorteiihaft. die (kovaiente) Anbindung der kata^sch 
redoxaktiven Einheit an die Nukleinsaure-Oligomere duroh gecgnete WaM der 
^veToruppe an den f^ien Nukleinsaure-Oligomerenden der versch,edenen 
E^enL^Sites fur die gesamte Oberflache zu vereinheitiichen wenn d» 
K^STredoxaktive Einheit nach Immobiiisierung des Nukleinsaure-OLgomers an 
der Oberflache angebunden werden soil. 

Bei Verwendung von redoxaktiven P ro .einen/Enzymen ais katalytisch '"iver 
Einheit kann die kovaiente Anbindung des Nukleinsaure-Oligomers an e.ne M*£ 
nafOrlicherweise vorhandene Oder duroh Mediation angebrachte. reeKwe Gmppe des 
Proteins erfolgen oder - in dem Falle, dass das redoxakt,ve Prote^Enzyrn aus 
Apoprotein und Cotaktor(en) besteh, - an eine beiiebige. natOriicherwe.se vorhandene 
^er dutch Modfflkation angebrachte, teaktive Gruppe eines (beiiebigen, CotM«kn 
Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die kovaiente Anbindung an e,ne beheb, 0 e^ 
natorliche-weise vorhandene oder durch Modifikation angebrachte 
eines (beiiebigen) Cofaktors des Proteins bevorzugt. Ohne an mechanKteche Detarts 
^unden sein zu woilen, ist bei mehreren Cofaktoren de-jenige besonders bevorzug, 
der Elekhonen an ein externes. ebenfalis kovalent an das Nuk tel ^aur^orner 
angebundenes Oxidationsmittel abgeben oder von einem extemen. ebenfalis kovalent 
an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenen Redukfionsmittel aumehmen kann 
(siehe auch Absohnitt "Verfahren zur amperometrischen Detektton von Nuklemsaure- 
Oligomer-Hybriden"). 



35 Die leitfahige OberflSche 

Uhter dem Begriff "leitfahige Oberflache" wird erfindungsgemaa jeder 

elektmoh leitfahigen Obemache beliebiger Dicke veratanden. .nsbesondere 
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Oberflachen aus Platin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, Nickel. Zink, 
Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium und Mangan. 

Daneben k6nnen auch beliebige dotierte Oder nicht dotierte Halbleiteroberfiachen 
5 beliebiger Dicke verwendet werden. Samtliche Halbleiter kOnnen als Reinsubstanzen 
Oder als Gemische Verwendung finden. Als nicht einschrankend gemeinte Beispiele 
seien an dieser Stelle Kohlenstoff, Silizium, Germanium, a-Zinn, Cu(l)- und Ag(l)- 
Halogenide beliebiger Kristallstruktur genannt. Geeignet sind ebenfalls samtliche 
binSren Verbindungen beliebiger Zusammensetzung und beliebiger Struktur aus den 

10 Elementen der Gruppen 14 und 16, den Elementen der Gruppen 13 und 15, sowie den 
Elementen der Gruppen 15 und 16. Daneben kdnnen ternare Verbindungen beliebiger 
Zusammensetzung und beliebiger Struktur aus den Elementen der Gruppen 11,13 und 
16 Oder den Elementen der Gruppen 12, 13 und 16 verwendet werden. Die 
Bezeichnungen der Gruppen des Periodensystems der Elemente beziehen sich auf die 

15 lUPAC-Empfehlung von 1985. 



Bindung eines Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache 

20 ErfindungsgemaB wird ein Nukleinsaure-Oligomer direkt Oder uber einen Linker/Spacer 
mit den Oberflachenatomen oder -molekulen einer leitfahigen Oberflache der oben 
beschriebenen Art verknupft. Diese Bindung kann auf drei verschiedene Arten 
durchgefOhrt werden: 

25 a) Die Oberflache wird so modifiziert, dass eine reaktive Molekul-Gruppe zuganglich ist. 
Dies kann durch direkte Derivatisierung der OberflachenmolekQIe, z. B. durch 
naSchemische oder elektrochemische Oxidation/Reduktion geschehen. So kann z. B. 
die Oberflache von Graphitelektroden durch Oxidation naBchemisch mit Aldehyd- oder 
Carbonsaure-Gruppen versehen werden. Elektrochemisch besteht z. B. die Moglichkeit 

30 durch Reduktion in Gegenwart von Aryl-Diazoniumsalzen das entsprechende 
(funktionalisierte, also mit einer reaktiven Gruppe versehene) Aryl-Radikal oder durch 
Oxidation in Gegenwart von R'C0 2 H das (funktionalisierte) R'-Radikal auf der Graphit- 
Elektrodenoberfiache anzukoppeln. Ein Beispiel der direkten Modifikation von 
Halbleiteroberflachen ist die Derivatisierung von SiliziumoberflSchen zu reaktiven 

35 Silanolen, d. h. Silizium-Trager mit Si-OR" Gruppen an der Oberflache, wobei R" 
ebenso wie R* einen beliebigen, funktionalisierten, organischen Rest darstellt (z.B. 
Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinylsubstituent). 
Alternativ kann die gesamte Oberflache durch die kovalente Anbindung einer reaktiven 
Gruppe eines bifunktionalen Linkers modifiziert werden, so dass auf der Oberflache 
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eine monomolekulare Schicht beliebiger Molekule entsteht, die. bevorzugt endstandig, 
eine reaktive Gruppe enthalten. Unter dem Begriff "bifunktionaler Linker" wird jedes 
MolekQI beliebiger Kettenlange. insbesondere der Ketten.angen 2-14, mit zwei gle.chen 
(homo-bifunktional) oder zwei verschiedenen (hetero-bifunktional) reaktiven MolekQI- 
Gruppen verstanden. 

Sollen mehrere verschiedene Test-Sites auf der Oberflache durch Ausnutzen der 
Methodik der Photolithographie gebildet werden, so ist mindestens e.ne der reaktiven 
Gruppen des homo- oder hetereo-bifunktionalen Linkers eine photoinduzierbar reaktive 
Gruppe, d. h. eine erst durch Lichteinstrahiung bestimmter oder beliebiger WeUenMnge 
reaktiv werdende Gruppe. Dieser Linker wird so aufgebracht. dass d.e/e.ne 
photoaktivierbare reaktive Gruppe nach der kovalenten Anbindung des Linkers auf der 
Oberflache zur Verfilgung steht. An die so modifizierte Oberflache werden die 
Nukleinsaure-Oligomere kovalent angebunden, wobei diese selbst Ober einen Spacer 
beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 -14, 
mit einer reaktiven Gruppe modifiziert sind, bevorzugt in der Nahe eines Endes des 
Nukleinsaure-Oligomers. Bei der reaktiven Gruppe des Oligonukleotids handelt es sich 
urn Gruppen, die direkt (oder indirekt) mit der modifizierten Oberflache unter 
Ausbildung einer kovalenten Bindung reagieren. Daneben kann an die Nukleinsaure- 
Oligomere in der Nahe ihres zweiten Endes eine weitere reaktive Gruppe gebunden 
sein, wobei diese reaktive Gruppe wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder Ober 
einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der 
Kettenlange 1 - 14, angebunden ist. Desweiteren kann die katalytisch redoxaktive 
Einheit (komplett oder Bestandteile davon), altemativ zu dieser weiteren reaktiven 
Gruppe, an diesem zweiten Ende des Nukleinsaure-Oligomers angebunden sein. 

b) Das Nukleinsaure-Oligomer, das auf die leitfahige Oberflache aufgebracht werden 
soil, ist Ober einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, mit einer oder mehreren reaktiven 
Gruppen modifiziert, wobei sich die reaktive Gruppen bevorzugt in der Nahe eines 
Endes des Nukleinsaure-Oligomers befindet. Bei den reaktiven Gruppen handelt es 
sich urn Gruppen. die direkt mit der unmodifizierten Oberflache reagieren konnen. 
Beispiele hierfur sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) derivatisierte Nukleinsaure- 
Oligomere der allgemeinen Formel (n x HS-Spacer)-or.go, (n x R-S-S-Spacer)-oligo 
oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo. die mit einer Goldoberflache unter Ausbildung von 
Gold-Schwefelbindungen reagieren oder (ii) Amine, die sich durch Chemi- oder 
Physisorption an Platin- oder Silizium-Oberflachen anlagern. Daneben kann an die 
Nukleinsaure-Oligomere in der Nahe ihres zweiten Endes eine weitere reaktive Gruppe 
gebunden sein. wobei diese reaktive Gruppe wiederum. wie oben beschrieben. direkt 
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Oder Qber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere 
der Kettenlange 1-14, angebunden ist. Desweiteren kann die katalytisch redoxaktive 
Einheit (komplett oder Bestandteile davon) alternativ zu dieser weiteren reaktiven 
Gruppe, an diesem zweiten Ende des Oligonukleotids angebunden sein. Insbesondere 
5 Nukleinsaure-Oligomere die mit mehreren Spacer-verbrUckten Thiol oder 
Disulfidbrucken modifiziert sind ((n x HS-Spacer)-oligo bzw. (n x R-S-S-Spacer)-oligo) 
haben den Vorteil, dass solche Nukleinsaure-Oligomere unter einem bestimmten 
Anstellwinkel gegen die leitfShige Oberflache (Winkel zwischen der 
Oberflachennormalen und der Helixachse eines doppelstrangigen helikalen 
10 Nukleinsaure-Oligomers bzw. zwischen der Oberflachennormalen und der Achse 
senkrecht zu den Basenpaaren eines doppelstrangigen nicht-helikalen Nukleinsaure- 
Oligomers) aufgebracht werden konnen, wenn die die Thiol- bzw. Disulfid-Funktionen 
an das Nukleinsaure-Oligomer anbindenden Spacer, von einem Ende der Nukleinsaure 
her betrachtet, eine zunehmende bzw. abnehmende Kettenlange besitzen. 

15 

c) Als reaktive Gruppe am Sonden-Nukleinsaure-Oligomer werden die Phosphorsaure-, 
Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- Oder Amin-Gruppen des Oligonukleotid-RQckgrats, 
insbesondere endstandige Gruppen, verwendet. Die Phosphorsaure-, Zucker-C-3- 
Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen eine erhohte Reaktivitat auf und 

20 gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. Amidbildung mit (primaren oder 
sekundaren) Amino- bzw. Sauregruppen, Esterbildung mit (primaren, sekundaren oder 
tertiaren) Alkoholen bzw. Sauregruppen, Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren 
oder tertiaren) Thio-Alkoholen bzw. Sauregruppen oder die Kondensation von Amin 
und Aldehyd mit anschlieSender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CHjr 

25 NH Bindung ein. Die notige Kopplungs-Gruppe zur kovalenten Anbindung an die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe ist in diesem 
Fall ein Teil der Oberfiachenderivatisierung mit einer (monomolekularen) Schicht 
beliebiger MolekQIiange, wie unter a) in diesem Abschnitt beschrieben, oder die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe kann direkt 

30 mit der unmodifizierten Oberflache reagieren, wie unter b) in diesem Abschnitt 
beschrieben. Daneben kann an die Oligonukleotide in der Nahe ihres zweiten Endes 
eine weitere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe wiederum, 
wie oben beschrieben, direkt oder Qber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1-14, angebunden ist. Desweiteren kann 

35 die katalytisch redoxaktive Einheit (komplett oder Bestandteile davon), alternativ zu 
dieser weiteren reaktiven Gruppe, an diesem zweiten Ende des Nukleinsaure- 
Oligomers angebunden sein. 
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Die Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache kann vor Oder 
nach der Anbindung der katalytisch redoxaktive Einheit an das NukleinsSure-Oligomer 
erfolgen lm Falle eines redoxaktiven Proteins/Enzyms aus Apoprotein und 
Cofaktor(en) kann statt der kompletten katalytisch redoxaktiven Einheit auch nur das 
Apoprotein, das Apoprotein mit einem Teil der Cofaktoren oder ein oder mehrere der 
Cofaktor angebunden sein und die katalytisch redoxaktive Einheit wird durch 
anschlie&ende Rekonstitution mit den noch fehlenden Teilen komplett.ert. Bei der 
Verwendung eines verknQpften (wenigstens bimolekularen) Elekton-Donor-/Elektron- 
Akzeptor-Komplexes als redoxaktive Einheit kann der Elektron-Akzeptor ( bzw. -Donor), 
wie unter b) oder c) im Abschnitt "Bindung einer katalytisch redoxaktiven Einheit an e.n 
Nukleinsaure-Oligomer" beschrieben. an eine oder statt einer terminalen Base an das 
Nukleinsaure-Oligomer gebunden sein und der Elektron-Donor (bzw. -Akzeptor) durch 
anschlieBende kovalente Anbindung an eine reaktive Gruppe des Elektron-Akzeptors 
(oder -Donors) angebunden werden oder, wie unter a) im Abschnitt "Bindung einer 
katalytisch redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer" beschrieben, durch 
anschlieBende Anbindung an eine terminate reaktive Gruppe des Nukle.nsaure- 
Oligomer-Ruckgrats am selben Ende (siehe auch den Abschnitt "Wege zur Ausfuhrung 
der Erfindung"). Alternativ kann die Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an die 
leitfahige Oberflache vor oder nach Anbinden des mit einer reaktiven Gruppe 
versehenen Spacers zur Bindung der katalytisch redoxaktiven Einheit erfolgen. Die 
Bindung des bereits modifizierten Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache, 
d. h. die Bindung an die Oberflache nach der Anbindung der katalytisch redoxaktiven 
Einheit an das Nukleinsaure-Oligomer bzw. nach der Anbindung von Teilen der 
katalytisch redoxaktiven Einheit oder nach Anbinden des mit einer reaktiven Gruppe 
versehenen Spacers zur Bindung der katalytisch redoxaktiven Einheit, erfolgt ebenfalls 
wie unter a) bis c) in diesem Abschnitt beschrieben. 

Bei der Herstellung der Test-Sites mufi bei der ; Anbindung der Einzelstrang- 
Nukleinsaure-Oligomere an die Oberflache darauf geachtet werden, dass zwischen den 
einzelnen Nukleinsaure-Oligomeren ein geniigend groBer Abstand verbleibt. urn zum 
einen den fdr eine Hybridisierung mit dem Target-Nukleinsaure-Oligomer nOtigen 
Freiraum und zum anderen den for die Anbindung der katalytisch redoxaktiven Einheit 
notigen Freiraum zur VerfQgung zu stellen. Dazu bieten sich insbesondere drei 
verschiedene Vorgehensweisen (und Kombinationen daraus) an: 

1.) Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anbindung eines hybridisierten 
Nukleinsaure-Oligomers, also eine Oberflachen-Derivatisierung mit hybridisiertem 
Sonden-Nukleinsaure-Oligomer statt mit Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotid. Der zur 
Hybridisierung verwendete Nukleinsaure-Oligomer-Strang ist unmodifiziert (die 
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Oberflachenanbindung wird durchgefGhrt wie unter a) - c) in diesem Abschnltt 
beschrieben). AnschlieSend wird der hybridisierte Nukleinsaure-Oligomer-Doppelstrang 
thermisch dehybridisiert, wodurch eine mit Einzelstrang- Nukleinsaure-Oligomer 
modifizierte Oberfiache mit groSerem Abstand zwischen den Sonden-Nukleinsaure- 
5 Oligomeren hergestellt wird. 

2.) Herstellung einer modifizierten Oberfiache durch Anbindung eines Einzelstrang- 
oder Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligorhers, wobei wahrend der Oberflachen- 
Derivatisierung ein geeigneter monofunktionaler Linker zugesetzt wird, der neben dem 

10 Einzelstrang- oder Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer ebenfalls an die Ob^tche 
gebunden wird (die Oberflachenanbindung wird durchgefuhrt wie unter a) - c) ir -em 
Abschnitt beschrieben). Erfindungsgemaft hat der monofunktionale Linke« sine 
Kettenlange, die der Kettenlange des Spacers zwischen der Oberfiache und dem 
Nukleinsaure-Oligomer identisch ist Oder um maximal vier Kettenatome abweicht. Bei 

15 der Verwendung von Doppeistrang-Nukleinsaure-Oligomer zur Oberflachen- 
Derivatisierung wird der Nukleinsaure-Oligomer-Doppelstrang nach der gemeinsamen 
Anbindung des Doppelstrang- Nukleinsaure-Oligomers und des Linkers an die 
Oberfiache thermisch dehybridisiert. Durch die gleichzeitige Anbindung eines Linkers 
an die Oberfiache wird der Abstand zwischen den ebenfalls an die Oberfiache 

20 gebundenen Einzel- oder Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomeren vergr6Sert. Im Falle 
der Verwendung von Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer wird dieser Effekt durch die 
anschlie&ende thermische Dehybridisierung noch verstarkt. 

25 3.) Herstellung einer modifizierten Oberfiache durch Anbindung eines Einzelstrang- 
oder Doppelstrang-Oligonukleotids, an das die kataiytisch redoxaktive Einheit bereits 
angebunden ist, wobei die kataiytisch redoxaktive Einheit einen Durchmesser von 
gre&er als 30 A aufweist. Bei der Verwendung von Doppelstrang-Oligonukleotid wird 
der Oligonukleotid-Doppelstrang nach der Anbindung des Doppelstrang-Oligonukleotids 

30 an die Oberfiache thermisch dehybridisiert. 

Im Bezug auf die einzelnen Schritte zur "Bindung einer kataiytisch redoxaktiven Einheit 
an ein Nukleinsaure-Oligomer" als auch zur "Bindung eines Oligonukleotids an die 
leitfahige Oberfiache" sei darauf verwiesen, dass im Abschnitt "Wege zur AusfOhrung 
35 der Erfindung" die verschiedenen KombinationsmSglichkeiten der einzelnen Schritte, 
die zum selben Endergebnis filhren, an einem Beispiel demonstriert sind (Figur 2). 
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Verfahren zur e.ektrochemischen Detektion von NukleinsaurcOHgomer-Hybriden 

Vorteilhafterweise werden gema* dem Verfahren zur elektrochemischen Detektion von 
n,ens,ure-Oligorne,Hybriden mehrere Sonden-NuWeinsaure-Ohgomere 

5 r"chied.icher Sequenz, bei der de novo Sequenzierung idea.erwe.se aHe not.gen 
Kombinationen des Nukleinsaure-Oligomers, auf einem Ohgomer (DNA)-Ch,p 
Ifgebracht urn die Sequenz eines beliebigen Target-Nukleinsaure-Ohgomers oder 
2TS^-**"> Ta ^t- D NA zu detektieren bzw. um Mutationen ,m Ta^et 
aufzuspuren und sequenzspeztfisch nachzuweisen oder um das Vorhandense.n 

L0 bekannter Gene bzw. bekannter NukleinsSure-Oligomere zu detektieren. 

Dazu wird ein Array aus Mikroelektroden verwendet, das entweder aus > EMM*! 
bestehT die einzeln und direkt an eine Strom/Spannungsquelle angeschlossen s.nd 
oo^es Z 2 Elektroden-Array durch MiKrostrukturierung auf einer |e- = n 

15 Oberflache aufgebracht. bei dem die einzelnen Elektroden Qber cMOS-Technolog.e 

" ^Te« Z ausgelesen werden kanne, Auf der leitfahigen Ota» der 
Einze.elektroden (einer Test-Site) werden die Oberfiachenatome oder -molekule mrt 
DNA-/RNA-/PNA-Nukleinsaure-Oligomeren bekannter, aber beliebiger Sequenz, w.e 
oben beschrieben, verknGpft. In einer allgemeinsten Ausfuhrungsform kann aber auch 

20 eine einzige Elektrode mit einem einzigen Sonden-Oligonukleotid bzw. einer e.mzen 
Sorte von Sonden-Oligonukleotiden (mit gleicher Basensequenz und mit gleicher 
katalytisch redoxaktiver Einheit) derivatisiert werden. Als Sonden- Nukleinsaure- 
Oligomere werden Nukleinsaure-Oligomere (z. B. DNA-, RNA- oder PNA-Fragmente) 
der BasenlSnge 3 bis 50, bevorzugt der Lange 5 bis 30, besonders bevorzugt der 

25 Lange 8 bis 25 verwendet. ErfindungsgemSS wird oder ist an die Sonden-Nukleinsaure- 
Oligomere, wie nachfolgend besohrieben, eine katalytisch redoxaktive Einheit 
gebunden. 

Desweiteren kann eine parallele Detektion von Hybridisierungsereignissen auch 
30 dadurch erreicht werden, dass entweder beim Aufbau der verschiedenen 
funktionalisierten Elektroden eines Elektroden-Arrays verschiedene katalytisch 
redoxaktive Einheiten fur die einzelnen Elektroden des Arrays verwendet werden oder 
dass eine durchgangig leitfahige Oberflache zum Aufbau der funktionalisierten 
Elektroden verwendet wird und die Unterscheidbarkeit molekularer Strukturen auf 
35 einem bestimmten Bereich mit identischem Elektrodenaufbau (eines bestimmten Test- 
Sites) innerhalb des Gesamtsystems (des kompletten Oligomer-Chips) dadurch erreicht 
wird, dass for die einzelnen Test-Sites verschiedene katalytisch redoxaktive Einheiten 
verwendet werden, die Qber die selekt'rve Zugabe des jeweiligen spezifischen Substrats 
angesprochen werden konnen. Bei letzterer Variante wird aufgrund der durchgangigen 
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leitfahigen Oberflache die elektrochemische Antwort des gesamten Oligomerchips 
detektiert, die Adressierung und das Auslesen der elektrochemischen Antwort einzelner 
Testsites erfolgt durch die selektive Zugabe des jeweils far dieses Test-Site 
spezifischen Substrats. 

5 

Die Modifikation der Sonden-Nukleinsaure-Oligomere mit einer katalytisch redoxaktiven 
Einheit kann komplett oder in Bestandteilen der katalytisch redoxaktiven Einheit 
entweder vor oder nach der Bindung des Sonden-Oligonukleotids an die leitfahige 
Oberflache erfolgen. Die verschiedenen KombinationsmOglichkeiten der einzelnen 
10 Schritte (Reaktionssequenzen), sind mit Hilfe der Figur 2 am Beispiel einer iiber ein 
Sonden-Oligonukleotid an eine Elektrode gebundenen katalytisch redoxaktiven Einheit 
im Abschnitt "Wege zur AusfOhrung der Erfmdung" demonstriert. 

Unabhangig von der jeweiligen Reaktionssequenz entsteht ein Oberflachen-Hybrid der 
15 allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit, wobei "Einheit" reprasentativ 
fQr die katalytisch redoxaktive Einheit steht. Die Verbruckungen kOnnen naturlich auch 
ohne Spacer oder mit nur einem Spacer (Elek-ss-oligo-Spacer-Einheit bzw. Elek- 
Spacer-ss-oligo-Einheit) durchgefuhrt werden. Im Beispiel der Figur 2 ist die Einheit die 
Glucoseoxidase (GOx), ein redoxaktives Enzym bestehend aus Apoprotein und 
20 Cofaktor. Im Beispiel der Figur 2, 3 und 4 ist die GOx uber seinen Cofaktor Flavin- 
Adenin-Dinukleotid (FAD) in der sogenannten FAD-Protein-Bindungstasche der GOx 
kovalent mit dem Nukleinsaure-Oligomer verbunden. Die GOx bildet mit dem Cofaktor 
FAD einen 1:1 Komplex, wobei die GOx in seiner naturlichen Form als Homodimer 
vorkommt, aber auch in seiner erfindungsrelevanten Erscheinungsform als Monomer 
25 katalytische Aktivitat aufweist. Im Beispiel der Figur 5 und 6 ist die Einheit 
Lactatdehydrogenase, ein NAD + -abhangiges Enzym, das durch nichtkovalente 
Wechselwirkung mit dem kovalent an das Sonden-Oligonukleotid gebundene 
(modifizierte) NAD + assoziiert. 

30 Die elektrochemische Kommunikation zwischen der (leitfahigen) Oberflache und der 
uber ein Einzelstrang-Oligonukleotid verbruckten katalytisch redoxaktiven Einheit 
("Einheit") in der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit ist schwach 
oder gar nicht vorhanden. 

35 In einem nachsten Schritt werden die Test-Sites mit der zu untersuchenden 
NukleinsSure-Oligomer-Ldsung (Target) in Kontakt gebracht. Dabei kommt es nur in 
dem Fall zur Hybridisierung, in dem die LSsung Nukleinsaure-Oligomer-Strange enthalt, 
die zu den an die leitfahige Oberflache gebundenen Sonden-Nukleinsaure-Oligomeren 
komplementar, oder zumindest in weiten Bereichen komplementar sind. Im Falle der 
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Hybridisierung zwischen Sonden- und Target-Nukleinsaure-Oligomer kommt es zu 
einer verstarkten Leitfahigkett zwischen der Oberflache und der katalyt«sch 
redoxaktiven Einheit, da diese nunmehr iiber das aus einem Doppelstrang bestehende 
Nukleinsaure-Oligomer verbruckt ist. Figur 3 zeigt dies schematise* am Be.sp.el der 
Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-FAD(GOx). In Figur 4 ist die Sequenz der Elektron- 
Transfer-Schritte in Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-FAD(GOx) im Detail gezeigt, wShrend 
Figur 5 das Beispiel Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-PQQ-NAD + -LDH schematisch ze.gt 
und Figur 6 die Sequenz der Elektron-Transfer-Schritte in Elek-Spacer-ds-oligo-NAD - 
LDH im Detail darstellt. 



Aufgrund der Hybridisierung von Sonden-Nukleinsaure-Oligomer und dem dazu 
komplementaren Nukleinsaure-Oligomer-Strang (Target) verandert sich die elektnsche 
Kommunikation zwischen der (leitfahigen) Oberflache und der katalytisch redoxakbven 
Einheit. Somit kann ein sequenzspezifisches Hybridisierungsereignis durch 
15 elektrochemische Verfahren wie z. B. Cyclovoltametrie, Amperometrie, Potentiometrie 
oder Leitfahigkeitsmessungen detektiertwerden. 

Bei der Cyclovoltametrie wird das Potential einer stationaren Arbeitselektrode ze'rtabhangig 
linear verandert. Ausgehend von einem Potential bei dem keine Elektrooxidation oder - 

20 reduktion stattfindet, wird das Potential solange verandert bis die redoxaktive Substanz 
oxidiert oder reduziert wird (also Strom flieSt). Nach Durchlaufen des Oxidations- bzw. 
Reduktionsvorgangs, der in der Strom/Spannungskurve einen zunachst ansteigenden 
Strom, dann einen Maximalstrom (Peak) und schlie&lich einen allmahlich abfallenden 
Strom erzeugt, wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt. Im RQcklauf wird dann 

2 5 das Verhalten der Produkte der Elektrooxidation oder -reduktion aufgezeichnet. 

Eine alternative elektrische Detektionsmethode, die Amperometrie, wird dadurch 
ermeglicht, dass die katalytisch redoxaktive Einheit durch Anlegen eines geeigneten, 
konstant gehaltenen Elektrodenpotentials zwar elektrooxidiert (elektroreduziert) werden 

30 kann, die Rereduktion (Reoxidation) der katalytisch redoxaktiven Einheit in den 
ursprung lichen Zustand aber nicht wie in der Cyclovoltametrie durch Anderung des 
Elektrodenpotentials erfolgt, sondern durch ein der Targetlfisung zugesetztes 
geeignetes Reduktionsmittel (Oxidationsmittel), der "redoxaktiven Substanz", wodurch 
der Stromkreis des Gesamtsystems geschlossen wird. Solange solches 

35 Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) vorhanden ist bzw. solange das verbrauchte 
Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) an der Gegenelektrode rereduziert (reoxidiert) wird, 
flieBt Strom, der amperometrisch detektiert werden kann und der proportional zur Zahl 
der Hybrid isierungsereignisse ist. 
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Dieses Prinzip der amperometrischen Detektion soil am Beispiel der Glucoseoxidase 
naher erlautert werden (vgl auch Figur 3 und 4). Das mit einem Ende kovalent an die 
Elektrode angebundene Sonden-Oligonukleotid kann am anderen, noch freien Ende 
mit der vollstandigen enzymatischen Einheit der Glucoseoxidase funktionalisiert 
werden, indem z. B. der Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)-Cofaktor des Enzyms 
kovalent an das Sonden-Oligonukleotid angebunden wird und anschlieBend mit dem 
Glucoseoxidase-Apoprotein (GOx) rekonstituiert wird. Das entstandene Oberflachen- 
Hybrid der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-FAD(GOx) weist 
zwischen Elektrode und FAD keine Oder nur geringe Leitfahigkeit auf. Im Falle der 
Hybridisierung mit dem zu u ss-oligo" komplementaren Target-Oligonukleotid wird die 
Leitfahigkeit deutlich erhoht wird. Bei Zusatz des Substrats Glucose zur Target- 
Oligonukleotid-Losung wird das FAD der Gukoseoxidase (FAD(GOx)) zu FADH 2 der 
Glucoseoxidase (FADH 2 (GOx)) reduziert, wobei Glucose zur Gluconsaure oxidiert wird. 
Liegt nun an der Elektrode ein geeignetes auBeres Potential an. so dass uber das 
hybridisierte Oligonukleotid Elektronen von FADH 2 (GOx) an die Elektrode abgegeben 
werden und somit FADH 2 (GOx) zu FAD(GOx) reoxidiert wird (aber weder Glucose noch 
Gluconsaure bei diesem Potential elektrooxidiert oder -reduziert werden kann), flie&t im 
System Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-FAD(GOx) solange Strom wie FAD(GOx) durch 
freie Glucose reduziert wird, d. h. bis die gesamte Glucose verbraucht ist bzw. fur den 
Fall, dass an der Gegenelektrode ein Potential anliegt, bei dem Gluconsaure zu 
Glucose reduziert werden kann, solange wie Gluconsaure an der Gegenelektrode 
reduziert wird. Dieser Strom kann amperometrisch detektiert werden und ist 
proportional zur Zahl der Hybridisierungsereignisse. 

Bei der potentiometrischen Detektion von Hybridisierungsereignissen wird der Verlauf des 
Elektrodenpotentials in Abhangigkeit vom z. B. dem Substratverbrauch aufgezeichnet. 
Hierbei wird z. B. das Potential einer stationaren Arbeitselektrode auf das "zero current" 
Potential E° des Substrats eingesteltt Bei Verbrauch von Substrat durch die katalytisch 
redoxaktive Einheit (im Falle der Hybridisierung) andert sich das "zero current* Potential E° 
in Richtung des Gleichgewichtspotentials E 6 *. Somit erhalt man durch die Aufzeichnung des 
Potentials in Abhangigkeit von der Zeit (~ Substratverbrauch) AufschluB uber den 
Hybridisierungszustand. 
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Kurze Beschreibung der Zcichnungen 

Die Erfindung soil nachfolgend anhand von AusfOhmngsbeispieien im Zusammenhang 
mit den Zeichnungen naher erlautertwerden. Es zeigen 



| Fig- 1 ~p 
I 


Schematische Darstellung der Oligonukleotid-Sequenzierung durch 
Hybridisierung auf einem Chip; 


Fig. 2 

I I 
I 


Verschiedene Reaktionssequenzen zur Herstellung des 
Obennaonennvbrids E ,eK-Spaoe,s^ i go^pacer-PQQ-FAD(GO x ). D,e 
Kataiytisch redoxaktive Einb.it in diesem^ 

Glucoseoxidase (GOx) bestehend aus Apoprotem und ^ n ^ e ™" 
Dinukleotid- (FAD-) Cofaktor. Die GOx ist Ober ,hren Cofaktor FAD 
kovalent Ober PQQ und einen Spaoer mit dem Oligonukleobd 
verbunden; 


Fig. 3 


Schematische Darstellung der amperometnschen Me&methode am 
Beispiel des Obemachen-Hybrids Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-PQQ- 
FAD(GOx) aus Figur 2 (Inj.: Zugabe (Injektion) des Substrats Glucose); 


Fig. 4 


Detaillierte schematische Darstellung des Oberflachenhybnds Au- 
S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-FAD(GOx) der Figur 3 mit Gold als 
Oberflachenmaterial, Mercaptoethanol als Spacer (-S-CH 2 CH 2 - Spacer) 
zwischen Elektrode und Oligonukleotid und -CH 2 -CH=CH-CO-NH-CH 2 - 
CH 2 -NH-PQQ-NH-CH 2 -CH 2 - als Spacer zwischen dem Cofaktor FAD 
und Oligonukleotid sowie die Darstellung der Sequenz der durch das 
Substrat induzierten Elektron-Transfer-Schritte. Das Apoprotein des 
GOx ist nur als Hulle (durchgezogene Linie) angedeutet (vgl. Struktur 
1). Das 12 Bp Sonden-Oligonukleotid der exemplarischen Sequenz 5*- 
TAGTCGGAAGCA-3' ist, als Ausschnitt, im hybrid isierten Zustand 
gezeigt; 


Fig. 5 


Schematische Darstellung der amperometrischen MeBmethode am 
Beispiel des Oberflachen-Hybrids Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-PQQ- 
NAD*-LDH (Inj.: Zugabe (Injektion) des Substrats Lactat); 


Fig. 6 


I Detaillierte schematische Darstellung des Oberflachenhybrids Au- 
S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-PQQ-NAD*-LDH der Figur 3 mit Gold als 
I Oberflachenmaterial. Mercaptoethanol als Spacer (-S-CH ? CH 9 - Spacer) 
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zwischen Elektrode und Oligonukleotid und und -CHjrCH^CH-CO-NH- 
CH2-CH r NH-PQQ-NH-CH 2 -CH2- als Spacer zwischen dem NAD* und 
OHgonukleotid an das ADH assoziiert 1st sowie die Darstellung der 
Sequenz der durch das Substrat induzierten Elektron-Transfer-Schritte. 
Das 12 bp Sonden-Oligonukleotid der exemplarischen Sequenz 5'- 
TAGTCGGAAGCA-3' ist, als Ausschnitt, im hybridisierten Zustand 
gezeigt; 



Wege zur Ausfuhrung der Erfindung 

5 Eine Bildungseinheit einer exemplarischen Test-Site mit hybridisiertem Target, Au- 
S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ds- 
oligo-Spacer-Einheit ist in Figur 4 dargestellt. Unter Bildungseinheit wird im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung die kleinste sich wiederholende Einheit einer Test-Site bzw. 
einer funktionalisierten Elektrode innerhald des Elektroden-Arrays verstanden. In dem 

10 Beispiel der Figur 4 ist die Oberflache eine Gold-Elektrode. Die Verbindung zwischen 
Gold-Elektrode und Sonden-Oligonukleotid wurde mit dem Linker (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 
aufgebaut, der mit der endstandigen Phosphatgruppe am 3' Ende zu P-0-(CH 2 ) 2 -S-S- 
(CH^z-OH verestert wurde und nach homolytischer Spaltung der S-S Bindung an der Gold- 
Oberflache je eine Au-S Bindung bewirkte, womit 2-Hydroxy-mercaptoethanol und 

15 Mercaptoethanol-verbrQcktes Oligonukleotid auf der Oberflache koadsorbiert wurde. Die 
katalytisch redoxaktlve Einheit im Beispiel der Figur 4 ist die Glucoseoxidase (GOx), ein 
redoxaktives Enzym bestehend aus Apoprotein und FAD-Cofaktor(en). Im 
Anwendungsbeispiel ist die GOx uber seinen FAD-Cofaktor kovalent mit dem 
Oligonukleotid verbunden, wobei zuerst freies FAD einer reaktiven Amino-Gruppe 

20 versehen wurde (siehe Beispiel 1), dann freies FAD uber diese Amino-Gruppe kovalent 
an das Sonden-Oligonukleotid angebunden wurde (Amidbildung unter 
Wasserabspaltung mit einer Carbonsaure-Gruppe des PQQ, das mit einer anderen 
Carbonsaure-Gruppe an die terminalen Aminofunktion des -CHsCH-CO-NH-CH^-CH^ 
NH 2 Linkers an der C-5-Position des 5'-Thymins des Sondenoligonukleotids gebunden 

25 ist) und schlieGlich das Apoprotein der GOx an FAD rekonstituiert wurde. 

Wie weiter oben bereits erwahnt, kann die Modifikation der Sonden-Oligonukleotide mit 
der kompletten Oder mit einem Bestandteil der katalytisch redoxaktiven Einheit 
entweder vor oder nach der Bindung des Sonden-Oligonukleotids an die leitfahige 
30 Oberflache erfolgen. Die verschiedenen Kombinationsmoglichkeiten der einzelnen 
Schritte, die prinzipiell zur selben Bildungseinheit einer Test-Site bzw. einer 
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funktionalisierten Elektrode innerhalb des Elektroden-Arrays fiihren. sollen im 
folgenden mit Hilfe der Figur 2 am Beispiel des Oberflachenhybrids Au-S(CH 2 ) 2 -ss- 
oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) bzw. in seiner allgemeineren Form als Elek-Spacer-ss- 
oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) dargestellt werden. 

Die GOx kann durch einfache Manipulation vom FAD-Cofaktor befreit werden (vgl. 
Beispiel 4) so dass man GOx in zwei Bestandteile, FAD und Apoprotein, zerlegen 
kann Das Sonden-Oligonukleotid ist in der Nahe der beiden Enden jeweils Qber e.nen 
(beliebigen) Spacer mit (gleichen oder verschiedenen) reaktiven Gruppe versehen. In 
10 einer Reaktionssequenz "V kann das so modifizierte Sonden-Oligonukleotid .n 
Gegenwart eines monofunktionalen Linkers (entsprechend den Punkten a) - c) und 2.) 
im Abschnitt "Bindung eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache") geme.nsam 
mit dem monofunktionalen Linker kovalent an die Elektrode angebunden werden, wobe. 
darauf geachtet wird, dass geniigend monofunktionaler Linker geeigneter Kettenlange 

15 zugesetzt wird. urn zwischen den einzelnen Sonden-Oligonukleotiden genugend 
Freiraum fur eine Hybridisierung mit dem Target-Oligonukleotid und fur die Anbindung 
der katalytisch redoxaktiven Einheit zur VerfUgung zu stellen. Danach wird an die freie, 
spacerverbrockte, reaktive Gruppe des Sonden-Oligonukleotids PQQ und daran N -(2- 
Aminoethyl)-FAD (Formel 5 bzw. Beispiel 1) gebunden. Die Anbindung erfolgt wie unter 

20 a) bzw. b) im Abschnitt "Bindung einer katalytisch redoxaktiven Einheit an ein 
Nukleinsaure-Oligomer" bzw. in Beispiel 4 beschrieben. Im letzten Schritt dieser 
Reaktionssequenz "1" wird dann das Apoprotein der GOx wie in Beispiel 9 beschrieben 
an den (modifizierten) FAD-Cofaktor rekonstituiert. In einer Variante dazu 
(Reaktionssequenz "2") kann das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte 

25 Sonden-Oligonukleotid zuerst ohne freien, monofunktionalen Linker (Spacer) kovalent 
an die Elektrode gebunden werden, wobei es zu einer flachen Anlagerung des 
Oligonukleotids kommt. Danach wird der freie, monofunktionale Linker (Spacer) 
kovalent an die Elektrode gebunden. Eine weitere Moglichkeit (Reaktionssequenz "3") 
besteht darin, das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte Sonden- 

30 Oligonukleotid zuerst mit PQQ und FAD zu modifizieren, dann in Gegenwart von 
freiem, monofunktionalen Linker (Spacer) kovalent an die Elektrode anzubinden und 
anschlie&end mit dem GOx-Apoprotein zu rekonstituieren. Schlie&lich kann in einer 
Reaktionssequenz "4" das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte Sonden- 
Oligonukleotid zuerst mit PQQ und FAD modifiziert werden, urn es dann mit dem GOx- 

35 Apoprotein zu rekonstituieren und anschlie&end kovalent an die Elektrode zu binden. 
Falls, wie im Fall der GOx, die katalytisch redoxaktive Einheit einen wesentlich 
gra&eren Durchmesser aufweist als das hybridisierte ds-Oligonukleotid (gro&er als 30 
A), kann auf die kovalente Anbindung eines geeigneten freien, monofunktionalen 
Linkers (Spacers) an die Elektrode verzichtet werden, anderenfalls geschieht die 
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funktionalisierten Elektrode innerhalb des Elektroden-Arrays fuhren, sollen im 
folgenden mit Hilfe der Figur 2 am Beispiel des Oberflachen hybrids Au-S(CH 2 ) 2 -ss- 
oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) bzw. in seiner allgemeineren Form als Elek-Spacer-ss- 
oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) dargestellt werden. 



Die GOx kann durch einfache Manipulation vom FAD-Cofaktor befreit werden (vgl. 
Beispiel 4), so dass man GOx in zwei Bestandteile, FAD und Apoprotein, zerlegen 
kann. Das Sonden-Oligonukleotid ist in der Nahe der beiden Enden jeweils uber einen 
(beliebigen) Spacer mit (gleichen oder verschiedenen) reaktiven Gruppe versehen. In 

10 einer Reaktionssequenz "1" kann das so modifizierte Sonden-Oligonukleotid in 
Gegenwart eines monofunktionalen Linkers (entsprechend den Punkten a) - c) und 2.) 
im Abschnitt "Bindung eines Oligonukleotids an die ieitfahige Oberflache") gemeinsam 
mit dem monofunktionalen Linker kovalent an die Elektrode angebunden werden, wobei 
darauf geachtet wird, dass genugend monofunktionaler Linker geeigneter Kettenlange 

15 zugesetzt wird, um zwischen den einzelnen Sonden-Oligonukleotiden genQgend 
Freiraum fur eine Hybridisierung mit dem Target-Oligonukleotid und fur die Anbindung 
der katalytisch redoxaktiven Einheit zur Verfugung zu stellen. Danach wird an die freie, 
spacerverbruckte, reaktive Gruppe des Sonden-Oligonukleotids PQQ und daran N 6 -(2- 
Aminoethyl)-FAD (Formel 5 bzw. Beispiel 1) gebunden. Die Anbindung erfolgt wie unter 

20 a) bzw. b) im Abschnitt "Bindung einer katalytisch redoxaktiven Einheit an ein 
Nukleinsaure-Oligomer" bzw. in Beispiel 4 beschrieben. Im letzten Schritt dieser 
Reaktionssequenz "1" wird dann das Apoprotein der GOx wie in Beispiel 9 beschrieben 
an den (modifizierten) FAD-Cofaktor rekonstituiert. In einer Variante dazu 
(Reaktionssequenz u 2") kann das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte 

25 Sonden-Oligonukleotid zuerst ohne freien, monofunktionalen Linker (Spacer) kovalent 
an die Elektrode gebunden werden, wobei es zu einer flachen Anlagerung des 
Oligonukleotids kommt Danach wird der freie, monofunktionale Linker (Spacer) 
kovalent an die Elektrode gebunden. Eine weitere Moglichkeit (Reaktionssequenz "3") 
besteht darin, das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte Sonden- 

30 Oligonukleotid zuerst mit PQQ und FAD zu modifizieren, dann in Gegenwart von 
freiem, monofunktionalen Linker (Spacer) kovalent an die Elektrode anzubinden und 
anschliefcend mit dem GOx-Apoprotein zu rekonstituieren. SchlieBlich kann in einer 
Reaktionssequenz "4" das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte Sonden- 
Oligonukleotid zuerst mit PQQ und FAD modifiziert werden, um es dann mit dem GOx- 

35 Apoprotein zu rekonstituieren und anschlie&end kovalent an die Elektrode zu binden. 
Falls, wie im Fall der GOx, die katalytisch redoxaktive Einheit einen wesentlich 
groBeren Durchmesser aufweist als das hybridisierte ds-Oligonukleotid (groSer als 30 
A), kann auf die kovalente Anbindung eines geeigneten freien, monofunktionalen 
Linkers (Spacers) an die Elektrode verzichtet werden, anderenfalls geschieht die 
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Amperometrie zu detektieren. Die einzelnen Elektron Transfer Schritte, die im 
Oberflachenhybrid Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) durch das Substrat 
ausgeldst werden, sind in Figur 4 dargestellt. Prinzipiell kann das Oberflachenhybrid 
Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) unter geeigneten auBeren Umstanden 
5 auch umgekehrt geschaltet werden, so dass FAD von der Elektrode reduziert wird und 
reduziertes FAD (FAD" bzw. FAD 2 " bzw. FADH 2 ) von einem geeigneten Substrat in 
einer katalytischen Reaktion oxidiert wird. 

Eine weiteres Test-Site bzw. eine weitere funktionalisierte Elektrode innerhalb des 

10 Elektoden-Arrays, Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-PQQ-NAD*-LDH, der allgemeinen 
Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit ist in Figur 5 dargestellt. Durch Zugabe 
des ADH-Substrats Lactat werden Elektronen auf den FMN-Cofaktor der LDH 
ubertragen und von diesem reduzierten FMN (FMN~ bzw. FMN 2- bzw. FMNH 2 ) direkt 
Oder unter Beteiligung weiterer Cofaktoren der LDH auf NAD* weitergeleitet und 

15 schlieBlich vom reduzierten NAD* (NAD. NAD" bzw. NADH) auf die Elektrode 
Dbertragen werden zu kdnnen. Im Falle des nicht mit Target-Oligonukleotid 
hybridisierten Sonden-Oligonukleotids kommt es trotzdem zu keinem StromfluB 
zwischen reduziertem NAD* (NAD, NAD" bzw. NADH) und Elektrode, da die 
Leitfahigkeit des ss-Oligonukleotids in Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-PQQ-NAD*-LDH 

20 sehr gering oder Qberhaupt nicht vorhanden ist. Im hybridisierten Zustand (Au-S(CH 2 ) 2 - 
ds-oligo-Spacer-PQQ-NAD*-LDH) jedoch ist die Leitfahigkeit hoch, Elektronen kdnnen 
vom reduzierten NAD* (NAD, NAD" bzw. NADH) zur Elektrode ubertragen werden 
(unter Bildung von NAD*). Dies auBert sich amperometrisch in einem deutlichen 
StromfluB zwischen Elektrode und katalytisch redoxaktiver Einheit (Figur 5). Damit ist 

25 es mdglich, die sequenzspezifische Hybridisierung des Targets mit den Sonden- 
Oligonukleotiden durch Amperometrie zu detektieren. Die einzelnen Elektron Transfer 
Schritte, die im Oberflachenhybrid Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-PQQ-NAD*-ADH durch 
das Substrat ausgeldst werden, sind in Figur 6 dargestellt. Prinzipiell kann das 
Oberflachenhybrid Au-S(CH 2 ) 2 -ds-oligo-Spacer-PQQ-NAD*"-LDH unter geeigneten 

30 auBeren Umstanden auch umgekehrt geschaltet werden, so dass NAD* von der 
Elektrode reduziert wird und reduziertes NAD* (NAD, NAD" bzw. NADH) von einem 
geeigneten Substrat (z. B. Acetaldehyd) in einer katalytischen Reaktion oxidiert wird. 

Da die Redoxaktivitat der katalytisch redoxaktiven Einheit - auch bei passendem 
35 Elektrodenpotential - erst durch Zugabe des spezifischen Substrats ausgeldst und 
maximal solange aufrechterhalten wird, wie Substrat vorhanden ist, kann dies 
erfindungsgemaB dadurch ausgenutzt werden, dass ein bestimmtes Test-Site oder eine 
bestimmte Test-Site-Gruppe eines Oligomer-Chips rSumlich aufgeldst wird, indem 
verschiedene katalytsich redoxaktive Einheiten for die verschiedenen Test-Sites (bzw. 
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Test-Site Gruppen) verwendet werden. Dies birgt den erfindungsgemaBen Vorteil, dass 
die verschiedenen Test-Sites (Nukleinsaure-Oligomer-Kombinationen) eines Oligomer- 
Chips auf eine gemeinsame, durchgangige, elektrisch leitende Oberflache aufgebracht 
werden kdnnen und ein bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppen 
einfach durch Zugabe der jeweiligen spezifische Substrate adressiert und 
amperometrisch detektiert werden kann. Die verschiedenen Test-Sites mussen also 
nicht auf einzelnen, elektrisch voneinander isolierten und zum Anlegen eines Potentials 
und Auslesen des Stroms einzeln ansteuerbaren (Mikro-) Elektroden aufgebracht 
werden. 



Daneben konnen fehlerhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine 
geanderte cyclovoltammetrische Charakteristik erkannt werden. Ein Mismatch auSert 
sich in einem grdSeren Potentialabstand zwischen den Strommaxima der 
Elektroreduktion und der Elektroreoxidation (Umkehrung der Elektroreduktion bei 

15 umgekehrter Potentialvorschubrichtung) bzw. der Elektrooxidation und 
Elektrorereduktion in einem cyclovoltammetrisch reversiblen Elektronen-Transfer 
zwischen der elektrisch leitenden Oberflache und der katalytisch redoxaktiven Einheit. 
Dieser Umstand wirkt sich vor allem in der amperometrischen Detektion gQnstig aus, da 
dort der Strom bei einem Potential getestet werden kann, bei dem zwar das perfekt 

20 hybridisierende Oligonukleotid-Target signifikant Strom liefert, nicht aber das fehlerhaft 
gepaarte Oligonukleotid-Target. 

Se/sp/e/ 1: Modifikation des FAD zum hfi-(2-Aminoethyl)-FAD, Forme! 5, bzw. des NAD* 
zum rf-P-AminoethyO-NAD*: Die Dartellung von N 6 -(2-Aminoethyl)-FAD erfolgt durch 

25 AlkyKerung der N-1 Position der Adenin-Einheit von FAD mit Aziridin (Acazyclopropan) 
unter milden, wassrigen Bedingungen (pH = 3,2 - pH = 5,5) und anschliefiender 
intramolekularer Dimroth-Umlagerung unter milden wassrigen Bedingungen (pH = 6 - 6,5, 
50 °C) entsprechend der Vorschrift in Buckmann et al, 1991, European Patent 
0.247.537.B1. Attemativ kann auch die Methode von Moms et al Anal. Chem. 53 (1991) 

30 658 - 665 oder Zapelli et al. Eur. J. Biochem. 89 (1978) 491 - 499 angewandt werden. 
Unter gleichen Reaktionsbedingungen kann auch das N^-AminoethyO-NAD* 
hergestellt werden, wenn statt FAD NAD + als Startsubstanz verwendet wird. 

Beispiel 2: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-fCHJrSS-oligo-Spacer-PQQ- 
35 FAD(GOx): Die Herstellung von Au-S-fCH^ss-oligoSpacer-PQQ-FADfGOx) gliedert 
sich in 5 Teilabschnitte, namlich der Darstellung der leitfahigen Oberflache, der 
Derivatisierung der Oberflache mit dem Sonden-OIigonukleotid in Gegenwart eines 
geeigneten monofunktionalen Linkers (Inkubationsschritt), der kovalenten Anbindung 
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Test-Site Gruppen) verwendet werden. Dies birgt den erfindungsgema&en Vorteil, dass 
die verschiedenen Test-Sites (Nukleinsaure-Oligomer-Kombinationen) eines Oligomer- 
Chips auf eine gemeinsame, durchgangige, elektrisch leitende Oberflache aufgebracht 
werden kdnnen und ein bestimmtes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppen 
5 einfach durch Zugabe der jeweiligen spezifische Substrate adressiert und 
amperometrisch detektiert werden kann. Die verschiedenen Test-Sites miissen also 
nicht auf einzelnen, elektrisch voneinander isolierten und zum Anlegen eines Potentials 
und Auslesen des Stroms einzeln ansteuerbaren (Mikro-) Elektroden aufgebracht 
werden. 

10 

Daneben kennen fehlerhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine 
geanderte cyclovoltammetrische Charakteristik erkannt werden. Ein Mismatch auBert 
sich in einem gr6Beren Potentialabstand zwischen den Strommaxima der 
Elektroreduktion und der Elektroreoxidation (Umkehrung der Elektroreduktion bei 

15 umgekehrter Potentialvorschubrichtung) bzw. der Elektrooxidation und 
Elektrorereduktion in einem cyclovoltammetrisch reversiblen Elektronen-Transfer 
zwischen der elektrisch leitenden Oberflache und der katalytisch redoxaktiven Einheit. 
Dieser Umstand wirkt sich vor allem in der amperometrischen Detektion gOnstig aus, da 
dort der Strom bei einem Potential getestet werden kann, bei dem zwar das perfekt 

20 hybridisierende Oligonukleotid-Target signifikant Strom liefert, nicht aber das fehlerhaft 
gepaarte Oligonukleotid-Target. 

Beispiel 1: Modifikation des FAD zum N*-(2-Aminoethy1)-FAD, Foimel 5, bzw. des NAD* 
zum f^^-AminoethyO-NAD*: Die Dartellung yon N 6 -(2-Aminoethyl)-FAD erfolgt durch 

25 Alkylierung der N-1 Position der Adenin-Einheit von FAD mit Aziridin (Acazyclopropan) 
unter milden, wassrigen Bedingungen (pH = 3,2 - pH = 5,5) und anschlie&ender 
intramolekularer Dimroth-Umlagerung unter milden wassrigen Bedingungen (pH - 6 - 6,5, 
50 °C) entsprechend der Vorschrift in Btlckmann et al, 1991, European Patent 
0.247.537.B1. Alternativ kann auch die Methode von Morris et al Anal. Chem. 53 (1991) 

30 658 - 665 oder Zapelli et al. Eur. J. Biochem. 89 (1978) 491 - 499 angewandt werden. 
Unter gleichen Reaktionsbedingungen kann auch das N 6 -(2-Aminoethyl)-NAD + 
hergestellt werden, wenn statt FAD NAD 4 * als Startsubstanz verwendet wird. 

Beispiel 2: Herstellung der Oligonukleotid-Elektmde Au-S-fCHdr-ss-oligo-Spacer-PQQ- 
. 35 FAD(GOx): Die Herstellung von Au-S-iCHd T ss-oligo-Spacer-PQQ-FAD(GOx) gliedert 
sich in 5 Teilabschnitte, namlich der Darstellung der leitfahigen Oberflache, der 
Derivatisierung der Oberflache mit dem Sonden-Oligonukleotid in Gegenwart eines 
geeigneten monofunktionalen Linkers (Inkubationsschritt), der kovalenten Anbindung 
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des PQQ (Redoxschritt I), der Anbindung des N 6 -(2-Aminoethyl)-FAD (Redoxschritt II) 
und der Rekonstitution des Apoproteins der GOx (Rekonstitutionsschritt). 

Das Tragermaterial for die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleotide 
5 bildet ein ca. 100 nm diinner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wurde in 
einer elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica mit einem Argon- 
lonenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in e.ner 
Schichtdicke von ca. 100nm aufgebracht. AnschlieSend wurde der Gold-Film mit 30 % 
H 2 0 2 / 70 % H 2 S0 4 von Oberflachenverunreinigungen befreit (Oxidation organ.scher 
10 Ablagerungen) und fur ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, urn an der Oberflache 
adsorbierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach Abspulen der Oberflache mrt 
bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal gelagerte Oberflache e.ne vorher 
bereitete IxlO" 4 molare Losung des (modifizierten) Doppelstrang-Oligonukleofds 
aufgetragen, so dass die komplette Gold-Oberflache benetzt wird (Inkubationsschntt, 
15 siehe auch unten) : 

Zur Inkubation wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp Einzelstrang-Oligonukleotid der 
Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' verwendet das an der Phosphatgruppe des 3' Endes 
mit (HCHCHa)^ zum P-CMCH^-S-tCH^OH verestert ist. Am 5'-Ende ist die 

20 endstandige Base Thymin des Oligonukleotids am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH- 
CHz-CHz-NHa modifiziert. Zu einer 2x1 0" 4 molaren LSsung dieses Oligonukleotids in 
HEPES-Puffer (0,1 molar in Wasser, pH 7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe 
Abkurzungen) wurde ca. 10" 4 bis 10" 1 molar 2-Hydroxy-mercaptoethanol gegeben (oder 
ein anderer Thiol- oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange) und die Gold- 

25 Oberflache eines Test-Sites komplett benetzt und 2-24h inkubiert. WShrend dieser 
Reaktionszert wird der Disuffidspacer P-OKCH^z-S-S^CH^z-OH des Oligonukleotids 
homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine 
kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ss- 
Oligonukleotids und des abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in 

30 der Inkubationslosung gleichzeitig anwesende, freie 2-Hydroxy-mercaptoethanol wird 
ebenfalls durch Ausbildung einer Au-S Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). 

Die so mit einer Monolayer aus ss-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol 
modifizierte Goldelektrode wurde mit bidestilliertem Wasser gewaschen und 
35 anschlieBend mit einer Losung von 3x1 0" 3 molarem Chinon PQQ, 10' 2 molarem EDC 
und 10' 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. Nach einer Reaktionszeit von 
ca. 1 - 4 h bilden der -CH=CH-CO-NH-CH2-CH 2 -NH 2 Spacer und das PQQ eine 
kovalente Bindung (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und der C-7- 
Carbonsaurefunktion des PQQ, Redoxschritt I). 
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Anschlie&end wurde die so modifizierte Goldelektrode mlt bidestilliertem Wasser 
gewaschen und mit einer Losung von 1-10 x 10' 3 molarem Chinon N -(2-Aminoethyl)- 
FAD 1-5 x 10- 2 molarem EDC und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. 
5 Nach einer Reaktionszeit von ca. 1 - 4 h bilden PQQ und das N 6 -(2-Aminoethyl)-FAD 
eine kovalente Bindung (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und der 
C-2-Carbonsaurefunktion des an das Oligonukleotid gebundenen PQQ, Redoxschritt II) 

Letztendlich wurde die so modifizierte Goldelektrode mit bidestilliertem Wasser 
10 gewaschen und mit einer Losung von ca. 5X10" 5 molarer FAD-freier GOx in 100 mM 
Phosphat-Puffer, pH = 7, mit 0.5 molarem Zusatz von TEATFB bei ca. 25 *C fur ca. 4 h 
und danach ca. 12 h bei 4 °C inkubiert. urn das Apoprotein der GOx an das 
Oligonukleotid-gebundene N 6 -(2-Aminoethyl)-FAD zu rekonstituieren und abschl.efiend 
mit ca. 4 X kalter Pufferlosung (100 mM Phosphat, pH = 7 mit 0.5 molarem Zusatz von 
!5 TEATFB) gewaschen (Rekonstitutionsschritt). 

Beispiel 3: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-(CH^ss-oligo-Spacer-PQQ- 
NAD+-LDH: Die Herstellung von Au^-(CHJrSS<>figo-Spacer-PQQ-NAD*-LDH gliedert 
sich in 5 Teilabschnitte, namlich der Darstellung der leitfahigen Oberflache, der 
20 Derivatisierung der Oberflache mit dem Sonden-Oligonukleotid in Gegenwart eines 
geeigneten monofunktionalen Linkers (Inkubationsschritt), der kovalenten Anbindung 
des PQQ (Redoxschritt I), der Anbindung des N 6 -(2-AminoethyJ)-NAD + (Redoxschritt II) 
und der Assoziation mit LDH (Assoziationsschritt). 

25 Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleotide 
bildet ein ca. 100 nm dunner Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wurde in 
einer elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica mit einem Argon- 
lonenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in einer 
Schichtdicke von ca. 100nm aufgebracht. Anschlie&end wurde der Gold-Film mit 30 % 

30 H 2 0 2 , / 70 % H 2 S0 4 von Oberflachenverunreinigungen befreit (Oxidation organischer 
Ablagerungen) und fOr ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, urn an der Oberflache 
adsorbierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach Abspulen der Oberflache mit 
bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal gelagerte Oberflache eine vomer 
bereitete 1X10" 4 molare Losung des (modifizierten) Doppelstrang-Oligonukleotids 

35* aufgetragen, so dass die komplette Gold-Oberflache benetzt wird (Inkubationsschritt, 
siehe auch unten). 

Zur Inkubation wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp Einzelstrang-Oligonukleotid der 
Sequenz 5*-TAGTCGGAAGCA-3' verwendet, das an der Phosphatgruppe des 3' Endes 
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mit (HO-(CH 2 )2-S) 2 zum P-O-CCH^-S-S^CH^a-OH verestert ist. Am 5'-Ende ist die 
endstandige Base Thymin des Oligonukleotids am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH- 
CHrCH2-NH 2 modifiziert. Zu einer 2x1 0" 4 molaren Lasting dieses Oligonukleotids in 
HEPES-Puffer (0,1 molar in Wasser, pH 7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe 
5 Abkurzungen) wurde ca. 10" 4 bis 10" 1 molar 2-Hydroxy-mercaptoethanol gegeben (oder 
ein anderer Thiol- Oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange) und die Gold- 
Oberflache eines Test-Sites komplett benetzt und 2-24h inkubiert. Wahrend dieser 
Reaktionszeit wird der Disulfidspacer P-0-(CH 2 )2-S-S-(CH 2 )2-OH des Oligonukleotids 
homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine 
10 kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ss- 
Oligonukleotids und des abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in 
der InkubationslSsung gleichzeitig anwesende, freie 2-Hydroxy-mercaptoethanol wird 
ebenfalls durch Ausbildung einer Au-S Bindung koadsorbiert (Inkubationsschritt). 

15 Die so mit einer Monolayer aus ss-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol 
modifizierte Goldelektrode wurde mit bidestilliertem Wasser gewaschen und 
anschlie&end mit einer Losung von 3x1 0" 3 molarem Chinon PQQ, 10~ 2 molarem EDC 
und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. Nach einer Reaktionszeit von 
ca. 1 - 4 h bilden der -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Spacer und das PQQ eine 

20 kovalente Bindung (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und der C-7- 
Carbonsaurefunktion des PQQ, Redoxschritt I). 

AnschlieSend wurde die so modifizierte Goldelektrode mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen und mit einer Losung von 1-10 x 10" 3 molarem Chinon N 6 -(2-Aminoethyl)- 
25 NAD*, 1-5 x 10* 2 molarem EDC und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. 
Nach einer Reaktionszeit von ca. 1 - 4 h bilden PQQ und das N 6 -(2-AminoethyO-NAD* 
eine kovalente Bindung (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und der 
C-2-Carbonsaurefunktion des an das Oligonukleotid gebundenen PQQ, Redoxschritt II) 

30 Letztendlich wurde die so modifizierte Goldelektrode mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen und mit einer Losung von LDH (5mg/mL) in 10 mM Tris, pH * 7, mit 0.7 
molarem Zusatz von TEATFB bei ca. 4 °C fur ca. 1 h inkubiert, urn LDH an das 
Oligonukleotid-gebundene N 6 -(2-Aminoethyl)-NAD + zu assoziieren und abschlie&end mit 
ca. 4 °C kalter Pufferlosung (10 mM Tris, pH = 7 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB) 

35 gewaschen (Assoziationsschritt). 

Beispiel 4: Darstellung des Apoproteins von Glucoseoxidase /Extraktion des FAD aus 
Glucoseoxidase: Glucoseoxidase (GOx) in Phosphat-Puffer (80mg GOx in 14mL 
Puffer) mit Zusatz von 6mL Glycerin wird in einem Salz/Eisbad auf -4 °C abgekQhlt, 
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stark geruhrt und allmahlich mit 2,5 %iger H 2 S0 4 (v/v) versetzt bis der pH-Wert auf pH 
= 1 ,4 sinkt und so 2.5 h auf dem Eisbad inkubiert. AnschlieBend wird das Apoprotein 
saulenchromatographisch erhalten. Dazu wird eine Sephadex G-50 Saule mit 30% 
Glycerin in Wasser (v/v) equiliebriert und mit konz. H 2 S0 4 auf pH ■ 1 ,4 gebracht, auf 4 
5 °C gekQhlt und die Inkubationslosung aufgetragen. Der Proteinpeak wird bei einer 
FluSrate von 1,3 mL/min eluiert und in einem Vorratsbehalter mit 0.4 molarem 
Phosphat-Puffer (4 mL mit Zusatz von 200mg Rinderserum-Albumin und 400mg 
Aktivkohle) aufgefangen (der Proteinpeak kann durch UV-Absorption des Eluats 
erkannt werden). Das Protein enthaltende Eluat wird auf pH = 7 eingestellt und die 
10 Aktivkohle durch Filtration (0.8nm und anschlieftend 0.22 urn Millipore Filter) entfernt. 
SchieBlich wird 10 %iges Natriumazid in Wasser (w/v) zugegeben bis die Gesamt- 
Konzentration des Natriumazids 0.1% (w/v) betragt. 
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1. ) Durch Anbindung einer katalytisch redoxaktiven Einheit modifiziertes Nukleinsaure- 

Oligomer, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit ein 
5 oder mehrere Elektron-Donor-MolekQIe und/oder ein oder mehrere Elektron- 

Akzeptor-Molekule und zusatzlich ein oder mehrere MakromolekQIe enthalt. 

2. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass die katalytisch redoxaktive Einheit kovalent angebunden ist. 

3. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit uber ein oder mehrere 

Elektron-Donor-MolekQIe kovalent angebunden ist. 

4. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 

gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit uber ein oder mehrere 
Elektron-Akzeptor-Molekule kovalent angebunden ist. 

15 5.) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit Qber ein oder 
mehrere der MakromolekQIe kovalent angebunden ist 

6. ) Modifiziertes Nukleins§ure-Oligomer nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit ein redoxaktives 
20 Enzymist. 

7. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass die katalytisch redoxaktive Einheit die native oder modifizierte 
Glucoseoxidase ist. 

8. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
25 dass die katalytisch redoxaktive Einheit die native oder modifizierte 

Alkoholdehydrogenase oder Fruktosedehydrogenase ist 

9. ) Modifiziertes NukleinsSure-OIigomer Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 

die katalytisch redoxaktive Einheit die native oder modifizierte 
Lactatdehydrogenase ist. 
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10. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass die katalytisch redoxaktive Einheit eine native Oder modifizierte Peroxidase 
ist. 

11. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, dass eines Oder mehrere der Elektron-Donor- und/oder Elektron- 
Akzeptor-MolekQI(e) Farbstoffe sind, insbesondere Flavine, Oder (Metallo-) 
Porphyrine bzw. Derivate davon. 

12. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, dass eines oder mehrere der Elektron-Donor- und/oder Elektron- 
Akzeptor-MolekQI(e) Nikotinsaureamide Oder Chinone sind, insbesondere Pyrrolo- 
Chinolin-Chinone (PQQ) bzw. Derivate davon. 

13. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer 
sequenzspezifisch Einzelstrang-DNA, RNA und/oder PNA binden kann. 

14. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 

dass das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer ein Desoxyribonukleinsaure-, 
Ribonukleinsaure-, ein Peptidnukleinsaure-Oligomer oder ein Nukleinsaure- 
Oligomer mit strukturell analogem Ruckgrat ist. 

15. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit kovalent 
alternativ an eine der Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen oder an 
einen Zucker, insbesondere an eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure- 
Oligomer-RQckgrats gebunden ist. 

16. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 1 - 14, dadurch 

gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit alternativ kovalent an eine 
Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe einer modifizierten Base des 
Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist. 

17. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 

dass die reaktive Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe der Base 
kovalent Qber einen verzweigten oder unverzweigten MolekUlteil beliebiger 
Zusammensetzung und Ketteniange an die Base gebunden ist, wobei die ktlrzeste 
durchgehende Verbindung zwischen der Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder 
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Amin-Gruppe und der Base ein verzweigtes Oder unverzweigtes Molekiilteil mit 
einer Kettenlange von 1-20 Atomen, insbesondere von 1-14 Atomen, ist. 

18. ) Modlfiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 15 bis 17, 

dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit an ein Ende des 
5 Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats bzw. an eine endstandige, modifizierte Base 

angebunden ist. 

19. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit nach Anbindung 
an das Nukleinsaure-Oligomer katalytische Aktivitat besitzt. 

10 20.) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit nach Anbindung 
an das Nukleinsaure-Oligomer elektrokatalytische Aktivitat besitzt. 

21. ) Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass mehrere katalytisch redoxaktive Einheiten an das 
15 Nukleinsaure-Oligomer angebunden sind. 

22. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers wie in einem 

der vorhergehenden Anspruche definiert, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
katalytisch redoxaktive Einheit kovalent an ein Nukleinsaure-Oligomer angebunden 
wind. 

20 23.) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 
Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 
durch kovalente Anbindung eines oder mehrerer Elektron-Donor-MolekQI(e) an ein 
Nukleinsaure-Oligomer angebunden wird. 



24. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 
25 Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 

durch Zugabe von einem oder mehreren Elektron-Akzeptor-Molekul(en) und/oder 
einem oder mehreren MakromolekQIen und/oder einem oder mehreren Proteinen 
vervollstandigt wird. 

25. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 
30 Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 
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durch kovalente Anbindung eines oder mehrerer Elektron-Akzeptor-MolekQI(e) an 
ein Nukleinsaure-Oligomer angebunden wird. 

26. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspaich 25, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 
5 durch Zugabe von einem oder mehreren Elektron-Donor-Molekul(en) und/oder 

einem oder mehreren Makromolekulen und/oder einem oder mehreren Proteinen 
vervollstandigt wird. 

27. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 
10 durch kovalente Anbindung eines oder mehrerer Makromolekule an ein 

Nukleinsaure-Oligomer angebunden wird. 

28. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 
durch Zugabe von einem oder mehreren Elektron-Akzeptor-Molekul(en) und/oder 
15 einem oder mehreren Elektron-Donor-Molekul(en), einem oder mehreren 

Makromolekulen vervollstandigt wird. 

29. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 
durch kovalente Anbindung eines oder mehrerer Proteine an ein Nukleinsaure- 
20 Oligomer angebunden wird. 

30. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytisch redoxaktive Einheit 
durch Zugabe von einem oder mehreren Elektron-Akzeptor-Molekul(en) und/oder 
einem oder mehreren Elektron-Donor-MolekQI(en) und/oder einem oder mehreren 
25 Makromolekulen vervollstandigt wird. 

31 . ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach einem 

der Ansprtiche 22 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass das Nukleinsaure- 
Oligomer altemativ durch eine oder mehrere Amidbildungen mit Amin- oder mit 
Saure-Gruppen der katalytisch redoxaktiven Einheit, durch eine oder mehrere 
30 Esterbildungen mit Alkohol- oder mit Saure-Gruppen der katalytisch redoxaktiven 

Einheit, durch Thioesterbildung mit Thio-Alkohol- oder mit Saure-Gruppen der 
katalytisch redoxaktiven Einheit bzw. durch Kondensation einer oder mehrerer 
Amin-Gruppen des Nukleinsaure-Oligomers mit Aldehyd-Gruppen der katalytisch 
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redoxaktiven Einheit und anschlieGender Reduktion der entstandenen Kohlenstoff- 
Stickstoff-Doppelbindung an die katalytisch redoxaktive Einheit gebunden wird. 

32. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach einem 

der AnsprQche 22 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass an die katalytisch 
redoxaktive Einheit kovalent eine Oder mehrere verzweigte Oder unverzweigte 
Molekulteile beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange angebunden ist und 
die verzweigten oder unverzweigten Molekulteile alternativ eine reaktive Amin-, 
Hydroxy-, Thiol-, Saure- oder Aldehyd-Gruppe zur kovalenten Anbindung an ein 
Nukleinsaure-Oiigomer besitzen. 

33. ) Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach 

Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass die kOrzeste durchgehende 
Verbindung zwischen dem Nukleinsaure-Oiigomer und der katalytisch redoxaktiven 
Einheit ein verzweigtes oder unverzweigtes MolekQIteil mit einer Kettenlange von 1 
- 20 Atomen, insbesondere von 1-14 Atomen, ist. 

34. ) Modifizierte leitfahige Oberflache, dadurch gekennzeichnet, dass eine oder 

mehrere Arten von modifizierten NukleinsSure-Oligomeren gemaB einem der 
AnsprQche 1 bis 21 an eine leitfahige Oberflache angebunden sind. 

35. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oberflache aus einem Metall oder einer Metallegierung besteht, 
insbesondere einem Metall ausgewdhlt aus der Gruppe Platin, Palladium, Gold, 
Cadmium, Quecksilber, Nickel, Zink, Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, 
Aluminium, Mangan und deren Mischungen. 

36. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oberflache aus einem Halbleiter besteht, insbesondere einem Halbleiter 
ausgewahlt aus der Gruppe Kohlenstoff, Silizium, Germanium und -Zinn. 

37. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oberflache aus einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 14 
und 16, einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 13 und 15, einer 
binSren Verbindung der Elemente der Gruppen 15 und 16, oder einer binaren 
Verbindung der Elemente der Gruppen 11 und 17 besteht, insbesondere aus 
einem Cu(l)-Halogenid oder einem Ag(l)-Halogenid. 
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38.) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Oberflache aus einer temSren Verbindung der Elemente der Gaippen 1 1 , 
13 und 16 oder einer ternaren Verbindung Elemente der Gruppien 12, 13 und 16 
besteht. 



5 39.) Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 34 bis 38, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Anbindung der modifizierten Nukleinsaure-Oligomere an 
die leitfahige Oberflache kovalent oder durch Chemi- bzw. Physisorption erfolgt. 

40. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspruche 34 bis 39, dadurch 

gekennzeichnet, dass alternativ eine der Phosphorsaure-, Carbonsaure-, Amin- 
10 oder eine Zucker-Gruppe, insbesondere eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des 

Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats kovalent oder durch Chemi- bzw. Physisorption 
an die leitfahige Oberflache angebunden ist. 

41. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspruche 34 bis 39, dadurch 

gekennzeichnet, dass alternativ eine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin- 
15 Gruppe einer modifizierten Base des NukleinsSure-Oligomers kovalent oder durch 

Chemi- bzw. Physisorption an die leitfahige Oberflache angebunden ist 

42. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 40 oder 41, dadurch 

gekennzeichnet, dass das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer Qber eine Gruppe 
am Ende des Nukleinsaure-Oligomer-ROckgrats bzw. Qber eine Gruppe einer 
20 endstandigen, modifizierten Base an die leitfahige Oberflache gebunden ist. 

43. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 34 bis 42, dadurch 

gekennzeichnet, dass an die leitfahige Oberflache verzweigte oder unverzweigte 
MolekOlteile beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange kovalent oder durch 
Chemi- bzw. Physisorption angebunden sind und die modifizierten Nukleinsaure- 
25 Oligomere kovalent an diese Molekulteile angebunden sind. 

44. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, 

dass die kOrzeste durchgehende Verbindung zwischen der leitfahigen Oberflache 
und dem Nukleinsaure-Oligomer ein verzweigtes oder unverzweigtes MolekOlteil 
mit einer Kettenlange von 1 - 20 Atomen, insbesondere von 1 - 12 Atomen, ist. 



30 



45.) Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 43 oder 44, dadurch 
gekennzeichnet, dass der verzweigte oder unverzweigte MolekQIteil alternativ an 
erne Phosphorsaure-, Carbonsaure-, eine Amin- oder eine Zucker-Gruppe, 
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insbesondere eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure-Oligomer-RQckgrats 
oder eine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe einer modifizierten 
Base des Nukleinsaure-Oiigomers angebunden ist. 



46. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, 
5 dass der verzweigte oder unverzweigte MolekQIteil an eine Phosphorsaure-, 

Zucker-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe am Ende des Nukleinsaure- 
Oligomer-Ruckgrats bzw - ine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe 
einer endstandigen, modifizierten Base gebunden ist. 

47. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspriiche 34 bis 46, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass jeweils iiberwiegend eine Art von modifizierten 

Nukleinsaure-Oligomeren in einem raumlich begrenzten Bereich der leitfahigen 
Oberflache angebunden ist. 

48. ) Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspriiche 34 bis 46, dadurch 

gekennzeichnet, dass jeweils ausschlielilich eine Art von modifizierten 
15 Nukleinsaure-Oligomeren in einem raumlich begrenzten Bereich der leitfahigen 

Oberflache angebunden ist. 

49. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache wie in den 

Anspruchen 34 bis 48 definiert, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
Arten von modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren auf eine leitfahige Oberflache 
20 aufgebracht werden. 

50. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache wie in den 

Anspruchen 34 bis 48 definiert, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
Arten von Nukleinsaure-Oligomeren auf eine leitfahige Oberflache aufgebracht 
werden und anschlie&end eine Modifikation der Nukleinsaure-Oligomere durch ein 

2 5 Verfahren gema& den Anspruchen 22 bis 33 durchgefuhrt wird. 

51. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach 

Anspruch 49 oder 50, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure-Oligomere 
oder die modifizierten Nukleinsaure-Oligomere m'rt dem dazu jeweils 
komplementaren Nukleinsaure-Oligomerstrang hybridisiert werden und in Form 

3 0 des Doppelstranghybrids auf die leitfahige Oberflache aufgebracht werden. 

52. ) Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 

Anspruchen 49 oder 50, dadurch gekennzeichnet, dass das Nukleinsaure- 
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Oligomer oder das modifizierte NukleinsSure-Oligomer in Gegenwart von weiteren 
chemischen Verbindungen, die ebenfalls an die leitfahige Oberflache angebunden 
werden, auf die leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 

53. ) Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Oligomer- 

Hybridisierungsereignissen, dadurch gekennzeichnet, dass eine oder mehrere 
modifizierte leitfahige Oberflachen, wie in den Anspruchen 34 bis 48 definiert, mit 
Nukleinsaure-Oligomeren in Kontakt gebracht werden und anschlie&end eine 
Detektion der elektrischen Kommunikation zwischen der katalytisch redoxaktiven 
Einheit und der jeweiligen leitfahigen Oberflache erfolgt. 

54. ) Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet, dass die Detektion 

cyclovoltametrisch. amperometrisch, potentiometrisch oder durch 
Leitfahigkeitsmessung erfolgt. 

55. ) Verfahren zur elektrochemischen Detektion nach den AnsprQchen 53 oder 54, 

dadurch gekennzeichnet, dass die elektrochemische Detektion durch Zugabe 
eines Substrats zu der uber ein Nukleinsaure-Oligomer an die leitfahige Oberflache 
angebundenen katalytisch redoxaktive Einheit gestartet wird. 

56. ) Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe des 

Substrats zu der uber ein Nukleinsaure-Oligomer an die leitfahige Oberflache 
angebundenen katalytisch redoxaktive Einheit auf einen Bereich der leitfahigen 
Oberflache mit einer oder mehreren modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren-Arten 
begrenzt wird. 

57. ) Verfahren nach Anspruch 55 oder 56, dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat 

einie freie, nicht an ein Nukleinsaure-Oligomer gebundene, aber mit dem 
Nukleinsaure-Oligomer in Kontakt stehende, redoxaktive Substanz ist und bei 
einem Potential <p selektiv oxidierbar und reduzierbar ist, wobei das Potential der 
Bedingung 2,0 V a 9 a - 2,0 V, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode, 
genOgt. 
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Figur 3 
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